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Рисунок 1. Микрофотография задних язычных желез (их расположение) под 
язычной миндалиной женщины 45 лет. Задняя треть языка (область его корня)
Примечание. 1 – начальный отдел железы; 2 – жировая ткань в строме железы; 3 – 
лимфоидные узелки с центрами размножения; 4 – крипта язычной миндалины. Окраска 
гематоксилин-эозином. Ув. 60×.
Figure 1. Micrograph of posterior lingual glands (location) under the lingual gland in a woman,  
45 years old. Posterior third of the tongue (root area)
Note. 1, initial compartment of the gland; 2, fat tissue in the glandular stroma; 3, lymphoid nodules with 
proliferation centres; 4, crypt of a lingual gland. H&E staining, 60× magnification.

Рисунок 2. Жировая ткань возле начальных частей и выводных протоков задней 
язычной железы женщины 67 лет. Задняя треть языка
Примечание. 1 – жировая ткань; 2 – начальная часть; 3 – выводной проток (с секреторными 
массами); 4 – строма железы. Окраска пикрофуксином по ван Гизону. Ув. 250×.
Figure 2. Fat tissue close to the first part and deferent ducts of posterior lingual gland in a 
woman, 67 years old. Posterior third of the tongue
Note. 1, fat tissue; 2, initial part; 3, ductus deferens (with secretory masses); 4, glandular stroma.  
Picro fuchsin staining by van Gieson. 250× magnification.

Рисунок 3. Клетки лимфоидного ряда в строме передней язычной железы женщины 
26 лет. Передняя треть языка
Примечание. 1 – скопление клеток лимфоидного ряда; 2 – трубчатая начальная часть 
слизистого типа секреции; 3 – белковая начальная часть; 4 – исчерченный выводной проток; 
5 – белковое полулуние (Джиануцци). Окраска гематоксилин-эозином. Ув. 60×.
Figure 3. Lymphoid cells in the stroma of anterior lingual gland in a woman, 26 years old. 
Anterior third of tongue
Note. 1, lymphoid cell aggregation; 2, tubular initial part with mucous secretion type; 3, proteinous initial 
part; 4, striated deferent duct; 5, proteinous demilune (Gianuzzi). H&E staining. 60× magnification.

Рисунок 4. Клетки лимфоидного ряда вокруг исчерченного выводного протока 
в строме передней язычной железы женщины 34 лет. Передняя треть языка
Примечание. 1 – исчерченный выводной проток; 2 – слизистая начальная часть; 3 – белковое 
полулуние (Джиануцци); 4 – белковая начальная часть; 5 – клетки лимфоидного ряда. 
Окраска гематоксилин-эозином. Ув. 250×.
Figure 4. Lymphoid lineage cells around the striated deferent duct in stroma of the anterior 
lingual gland in a woman, 34 years old. Anterior part of the tongue
Note. 1, striated deferent duct; 2, mucous initial part; 3, proteinous demilune (Gianuzzi); 4, proteinous initial 
part; 5, lymphoid lineage cells. H&E staining. 250× magnification.

Рисунок 5. Многочисленные клетки лимфоидного ряда возле общего выводного 
протока средней язычной железы мужчины 35 лет. Средняя треть языка (область 
желобоватых сосочков)
Примечание. 1 – общий выводной проток (ампулообразное расширение); 2 – клетки 
лимфоидного ряда. Окраска гематоксилин-эозином. Ув. 320×.
Figure 5. Numerous lymphoid lineage cells near ductus deferens communis of the medial lingual 
gland in a man, 35 years old. Middle third of the tongue (the papillae vallatae area)
Note. 1, common deferent duct (ampullary opening); 2, lymphoid lineage cells. H&E staining.  
320× magnification.

Рисунок 6. Почти полное отсутствие клеток лимфоидного ряда возле задних желез 
языка женщины 70 лет. Задняя треть языка
Примечание. 1 – начальный отдел железы; 2 – рыхлая волокнистая неоформленная 
соединительная ткань. Окраска пикрофуксином по ван Гизону. Ув. 250×.
Figure 6. Nearly full absence of lymphoid cells around posterior lingual glands in a woman,  
70 years old. Posterior third of the tongue
Note. 1, initial compartment of the gland; 2, loose fibrillar non-structured connective tissue. Staining with 
picro fuchsin (van Gieson). 250× magnification.
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НЕЙРОИММУНОЭНДОКРИННАЯ РЕГУЛЯЦИЯ 
ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ И ПАТОФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ 
ПРОЦЕССОВ В КОЖЕ
Башкина О.А., Самотруева М.А., Ажикова А.К., Пахнова Л.Р.
ФГБОУ ВО «Астраханский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Астрахань, Россия

Резюме. В работе рассматриваются современные представления о нейроиммуноэндокринной ре-
гуляции физиологических и патофизиологических процессов в коже. Приводятся сведения, указы-
вающие на сложные механизмы межклеточных взаимодействий комплексных регулирующих систем 
(нервной, иммунной, эндокринной) на уровне кожи в норме и в посттравматический период. Опи-
сываются механизмы участия эндокринной и нервной систем в иммуноиндуцированном воспалении 
кожи. В подтверждение излагается информация о локализации на клеточных мембранах иммуноком-
петентных клеток и лейкоцитов адренергических рецепторов, о регулирующем влиянии гипоталаму-
са на иммунитет, о разнонаправленном действии на воспаление симпатической и парасимпатической 
нервной системы и т.д. 

Приводится достаточно доказательств того, что клетки иммунной системы и физиологически ак-
тивные вещества, экспрессируемые ими, способствуют активации процессов восстановления при 
многих патофизиологических изменениях в коже. Характер течения и восстановление ран кожи за-
висят от типа повреждения, степени и фазы раневого процесса. Зачастую посттравматический репа-
ративный потенциал кожи ограничивается инфекционным процессом, инициированным микрофло-
рой раны, продуктами распада клеток и некротическими тканями. Причинно-следственную связь 
доказывает развитие воспаления, реализующегося посредством включения реакций иммунной защи-
ты. Увеличенная зона некроза и нагноения в ране свидетельствует об ингибировании системы фаго-
цитирующих макрофагов. Однако при активации системы фагоцитирующих макрофагов происходит 
формирование в ранние сроки соединительнотканной капсулы вокруг очага воспаления. 

Затрагивается проблема репаративной регенерации кожи, которая имеет большое медико-соци-
альное значение в связи со значительной распространенностью травматизма и его тяжелых послед-
ствий, сопровождающихся выраженными косметическими дефектами. Формирование на их фоне 
нейрокогнитивных нарушений приводит к снижению качества жизни больного, к развитию соци-
альной дезадаптации и дальнейшей изоляции. Раскрывается роль нервной системы и психоэмоци-
ональных расстройств в генезе кожных проявлений, что обосновывает необходимость дальнейшего 
развития современного научного направления – психодерматологии. 

Понимание молекулярных механизмов нейроиммунокутанных взаимодействий открывает новые 
перспективы в лечении ряда кожных заболеваний и управляемой активации восстановительных про-
цессов поврежденной кожи. Опираясь на представленный научный обзор, можно сделать вывод об 
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актуальности дальнейшего исследования репаративных возможностей кожи в условиях взаимодей-
ствия регуляторных систем гомеостаза.

Ключевые слова: нейроиммунокутанные взаимодействия, патологический процесс, репаративная регенерация, регуляция 
регенерации, нейроиммуноэндокринные взаимодействия

NEUROIMMUNOENDOCRINE REGULATION OF THE SKIN 
FUNCTIONING
Bashkina O.A., Samotrueva M.A., Azhikova A.K., Paknnova L.R.
Astrakhan State Medical University, Astrakhan, Russian Federation

Abctract. The review deals with modern ideas of neuroimmunoendocrine regulation of physiological and 
pathophysiological processes in skin. The present data are provided which indicate to composite mechanisms 
of intercellular interactions in complex regulating systems (nervous, immune, endocrine) acting at the level of 
skin in normal conditions, as well during the posttraumatic period. We describe different modes for participation 
of endocrine and nervous systems in immunologically induced skin inflammation. The data are provided 
confirming localization of adrenergic receptors on membranes of immunocompetent cells and leukocytes, on 
regulatory effects of hypothalamus upon immune functions, about multidirectional actions upon inflammation 
of sympathetic and parasympathetic nervous system etc.

There are sufficient data on promotion of pathophysiological changes and reconstitution processes in the 
skin due to effects of local immune cells and bioactive substances expressed by them. The course of skin wound 
regeneration depend on the type of damage, degree and a phase of healing process. Posttraumatic reparative 
potential of skin is often limited by the infectious processes initiated by local microflora, products of cell 
disintegration and necrotic tissues. The cause-effect relationship is proven by arising inflammation which is 
implemented by inclusion of immune protection responses. The increased necrotic area and suppuration of the 
wound occurs die to inhibition of system of the phagocytizing macrophages. However, activation of this system 
brings about formation of the connective tissue capsule around the inflammation focus within early terms. 

We also discuss the issues of reparative skin regeneration which of great medico-social value, in connection 
with considerable prevalence of traumatic events and their social consequences, followed by expressed cosmetic 
defects. Evolving neurocognitive problems lead to decreased quality of the patient’s life, development of social 
disadaptation and further deprivation. The role of nervous system and psychological frustration in genesis of 
skin manifestations requires future development of the modern scientific direction, i.e., psychodermatology. 

Understanding of molecular mechanisms regulating the neuroimmunocutaneous interactions offers new 
prospectives in treatment of some skin diseases, as well as activation of the damaged skin recovery. According 
to the data presented in the review article, one may conclude on relevance of further studies on reparative 
potential of skin under interactions of homeostatic regulatory systems.

Keywords: neuroimmunological interactions, skin, pathological process, reparative regeneration

Введение
Нарушение морфофункционального состоя-

ния кожи, ее репаративных возможностей лежит 
в основе развития кожных заболеваний инфек-
ционно-воспалительного, аутоиммунного и ал-
лергического генеза [31]. Определение механиз-
мов воспаления, особенностей регенерации при 
повреждениях кожи и поиск путей коррекции 
остаются актуальными задачами медико-биоло-
гической науки, дерматологии и косметологии. 

Неизбежным следствием любого травматиче-
ского воздействия на кожу является образование 
раны, повреждение слоев кожи. В условиях ране-

вого процесса происходит не только разрушение 
клеток и нарушение морфологической архитек-
тоники слоев кожи, но и дисбаланс регуляторных 
систем организма [17]. При поражении поверх-
ностных слоев кожи регенерация осуществляется 
за счет кератиноцитов волосяных фолликулов и 
потовых желез, расположенных в глубоких слоях 
дермы. При более глубоких повреждениях кожи 
восстановление происходит за счет миграции и 
размножения кератиноцитов соседних участков 
эпидермиса. Сложность течения травматических 
ран, структурные преобразования поврежденной 
кожи, ее функциональный и репаративный по-



809

Нейроиммуноэндокринная регуляция процессов в коже
Neuroimmunoendocrine skin regulation2019, Vol. 21,  5

2019, Т. 21, № 5

тенциал обусловлены изменениями кутанного 
гомеостаза, характером физиологической регу-
ляции организма. 

Механизмы нейроиммуноэндокриннокутанных 
взаимодействий

В последние годы в исследовании патогенеза 
заболеваний кожи и ее восстановительного по-
тенциала особое внимание отводится изучению 
регуляции этих процессов со стороны нейроим-
муноэндокринной системы [45, 47]. Функцио-
нальная активность данной системы осущест-
вляется только в условиях равновесия всех ее 
многокомпонентных звеньев [15, 68]. Много-
численные исследования указывают на опреде-
ленные механизмы, посредством которых реали-
зуются межсистемные связи между иммунной и 
нейроэндокринной системами при патологиче-
ских изменениях кожи [71, 74, 78, 94, 97]. 

Учитывая тесную взаимосвязь между кожей, 
иммунной, нервной и эндокринной система-
ми, вызывает интерес роль нарушений функций 
нейроэндокринной и иммунной систем организ-
ма в патогенезе воспалительных заболеваний и 
травматических повреждений кожи. Подтверж-
дением участия этих систем в репаративных про-
цессах кожи служит тот факт, что иммунокомпе-
тентные клетки и нейроны секретируют в кровь 
или кожу нейромедиаторы и факторы роста, ко-
торые участвуют в механизмах нейрогенного и 
иммунологически индуцированного воспаления 
кожи [27, 52]. Специфические морфологические, 
иммунофизиологические и нейроэндокринные 
изменения на уровне кожи в условиях воспале-
ния указывают на дизрегуляционные нарушения 
функций нервной, иммунной и эндокринной 
систем и лежат в основе концепции нейро-эн-
докринно-иммунно-кожной системы (НЭИКС), 
предложенной L.Misery [86]. Согласно данной 
концепции, основными процессами, определя-
ющими сохранение гомеостатических параме-
тров любой ткани, и в частности кожи, являют-
ся клеточное обновление, дифференцировка и 
клеточная гибель. Адекватный физиологическим 
потребностям организма баланс данных процес-
сов является результатом комплекса стимули-
рующих и тормозящих сигналов, изменяющих 
экспрессию генов, инициирующих их реаран-
жировку и переключение биосинтеза одних сиг-
нальных молекул на другие. Концепция L. Misery 
также подтверждает важную роль нарушений 
нейроиммуно эндокринных взаимодействий на 
уровне кожи в патогенезе кожных заболеваний.

Механизм нейроиммуноэндокринных взаи-
модействий на уровне кожи можно представить 
следующим образом: клетками локальной нерв-

ной и эндокринной системы секретируются ин-
терлейкины, интерфероны и другие медиаторы 
иммуномодуляции, а также гуморальные фак-
торы (норадреналин, ацетилхолин, серотонин, 
вещество Р, кортикотропин, соматотропин, ок-
ситоцин, вазопрессин и др.). Нейроактивные и 
гуморальные вещества, экспрессируемые в кожу, 
изменяют химическое окружение иммуноком-
петентных дермальных клеток [17, 86]. При этом 
рецепторы на мембранах лимфоцитов, воспри-
нимая модификации химического состава ней-
ромедиаторов, нейропептидов и других активных 
молекул, делают чувствительными сами лимфо-
циты. Клетки начинают реагировать, приспоса-
бливаться, синтезируя различные биологически 
активные факторы. В свою очередь, иммунная 
система посылает молекулярные сигналы (лейко-
триены, простагландины, цитокины), активируя 
или ингибируя аксональный транспорт, в зависи-
мости от химической природы воздействую щего 
фактора [17].

Активными звеньями нейроиммуноэндо-
кринной системы кожи являются кератиноциты 
эпидермиса, тучные и эндотелиальные клетки 
дермы, тогда как секретируемые и экспресси-
руемые ими вещества (серотонин, мелатонин, 
хромогранин А, эндотелиальная синтаза оксида 
азота, антигены клеток Лангерганса CD la, анти-
гены главного комплекса гистосовместимости II 
класса HLA-DR) выступают в качестве сигналь-
ных молекул для координации межклеточных 
взаимодействий. На этот факт указывают тесные 
разнонаправленные корреляционные связи меж-
ду показателями экспрессии нейроэндокринных, 
иммунных молекул и внутриклеточных молекул, 
контролирующих процессы пролиферации, диф-
ференцировки и апоптоза клеток кожи. 

Нервная регуляция процессов в коже
В регуляции физиологических процессов в 

коже ведущая роль отводится нервной системе. 
Наиболее иннервирована подкожная клетчатка, 
представленная миелиновыми афферентными 
волокнами, образующими все виды сенсорных 
рецепторов во всех слоях кожи. В эпидерми-
се и сосочковом слое дермы присутствуют сво-
бодные нервные окончания, ответственные за 
тактильную, температурную и болевую чув-
ствительность.  В нормальной коже дендриты 
афферентных и эфферентных нервных волокон 
и специфических нервных образований – инкап-
сулированных телец – формируют рецепторный 
внутриэпидермальный аппарат кожи и участвуют 
в образовании несвободных инкапсулированных 
и неинкапсулированных нервных окончаний. 
Кожная иннервация представляет собой важный 
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модулятор нормального восстановления повреж-
денной кожи [55]. 

В условиях повреждения кожного покрова, 
нарушения барьерной функции кожи ее клетки 
становятся уязвимыми для действия нейроактив-
ных веществ, которые усугубляют процессы вос-
паления, тем самым замедляя регенерацию кож-
ного дефекта. Например, у больных атопическим 
дерматитом иннервация в зоне поражений кожи 
претерпевает ряд изменений: свободные нерв-
ные окончания активизируются, нервные волок-
на уплотняются и гипертрофируются [7]. После 
активации периферийные нейроны освобождают 
нейромедиаторы и нейропептиды, которые не-
посредственно действуют на клетки иммунной 
системы. Показано, что они также модулируют 
функциональную активность сенсорных ней-
ронов периферической нервной системы, обу-
славливая зуд при аллергическом дерматите [43]. 
Соматосенсорные и висцеральные афферентные 
нейроны высвобождают определенные нейро-
пептиды, ответственные за аллергическое воспа-
ление (пептид, связанный с геном кальцитони-
на, вещество Р и вазоактивный интестинальный 
пептид) [4]. Кроме того, вегетативные нейроны 
продуцируют нейротрансмиттеры, например, 
ацетилхолин и норадреналин, которые сигнали-
зируют иммунным клеткам, ответственным за 
иммуногенное воспаление в коже [62]. 

Имеются данные о важной роли нейрорегу-
ляторных медиаторов в процессе заживления 
раны кожи на разных этапах эмбрионального и 
постнатального онтогенеза [5, 12, 44, 49]. Уста-
новлено, что нейромедиаторы и специфические 
рецепторы, локализованные между окончаниями 
сенсорного и вегетативного пучка нервных воло-
кон, непосредственно участвуют в разных фазах 
репарации поврежденной кожи [18]. 

Понимание механизмов, с помощью которых 
кожная иннервация модулирует заживление ран 
на разных уровнях онтогенеза [25], определяет 
возможность управления регуляторными про-
цессами и способствует скорейшему заживле-
нию ран. 

Важность нервной регуляции при поврежде-
ниях кожи обусловлена ее трофической и индук-
тивной стимуляцией репаративных процессов в 
коже. Оба вида активируют восстановление кожи 
благодаря «инерции морфогенеза», даже при 
прекращении нейротканевых взаимодействий в 
условиях травмы, в связи со способностью син-
тезировать функционально активные молекулы. 
Такие «нейротропные» субстанции ответственны 
за передачу сигналов от тканей к нервам, идущих 

по чувствительным нервным волокнам от про-
приорецепторов. 

Трофическое влияние медиаторов нервной 
системы особенно необходимо на первых эта-
пах регенеративного процесса в коже. Экспери-
ментально доказана регулирующая роль нервной 
системы в индуктивной стимуляции регенерации 
кожи в условиях ожоговой раны [54]. Показано 
в эксперименте, что после спонтанного терми-
ческого ожога кожи наблюдается экспрессия 
вещества Р, нейрокинина А, пептида, связанно-
го с геном кальцитонина, вазоактивного инте-
стинального пептида и нейропептида Y. В зави-
симости от особенностей трофики к 7 месяцам 
эксперимента показано разное количество нерв-
ных волокон по сравнению с интактной кожей: 
повышенное – в «нормотрофических» рубцах, 
пониженное – в гипертрофических рубцах. На-
ряду с этим, выявлено равное содержание в таких 
рубцах нервных волокон, экспрессирующих ней-
ропептиды [59].

За регуляцию процессов репарации в по-
врежденной коже ответственны такие структу-
ры головного мозга, как кора больших полуша-
рий, переднее и заднее гипоталамические поля, 
гиппокамп, ядра шва, ретикулярная формация, 
лимбическая система [45]. Выделяют несколько 
путей трансляции сигналов от мозга к коже: че-
рез эффекторные нейроны рефлекторной дуги, 
нейромедиаторные системы, через вовлечение 
нейропептидных молекул, корригирующих ин-
тенсивность восстановительных процессов и 
модулирующих иммунный ответ в коже [36, 47]. 
Доказана роль центральных нейромедиаторных 
(серотонинергической, ГАМК-ергической, до-
паминергической) систем в регуляции функцио-
нирования иммунного комплекса [37], в том 
числе и на уровне кожи. Причем это возможно 
лишь при реализации гипоталамо-гипофизарных 
взаимодействий. В частности, доказано, что при 
атопическом дерматите наблюдается «блокада» 
гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой оси 
(HPA). По-видимому, это связано с дефектами 
HPA-оси и неэффективной иммунорегуляцией, 
ведущими к аберрантным иммунным реакциям 
и последующему хроническому обострению за-
болевания [33].

Работами последних лет доказана важная роль 
периферической нервной системы в развитии 
воспалительного ответа в тканях, в том числе и 
в коже, путем регуляции активности локальной 
иммунной системы [87]. Двунаправленная связь 
между нейронными клеточными популяциями и 
главными эффекторными клетками кожи опре-
деляет сложный механизм нейроиммунных взаи-
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модействий между эозинофилами и сенсорными 
нервными волокнами. Так, например, при аллер-
гическом дерматите патологические процессы 
обусловлены дисфункциями иммунной системы 
кожи и периферической нервной системы [35]. 
У больных дерматологическими заболеваниями 
изменяется уровень нейротрофинов, нейропеп-
тидов и нейропептид-положительных нервных 
волокон, модулирующих функциональную ак-
тивность сенсорных нейронов и иммуноци-
тов [90]. Подтверждением этому служит тот факт, 
что нейропептиды, экспрессируемые рецептора-
ми кожи, имеют высокое сродство к эпидермаль-
ным клеткам и способны модифицировать функ-
циональную активность кератиноцитов, клеток 
Лангерганса, тучных клеток, дермальных капил-
лярных эндотелиальных клеток и иммуноцитов 
кожи [37, 76, 96]. 

Подтверждением нейрокутанных взаимодей-
ствий при различных патологических изменени-
ях кожи является развитие такого направления, 
как психодерматология [41]. Многочисленные 
исследования подтверждают негативное влия-
ние стресса и психоневрологических нарушений 
на развитие кожных высыпаний и появление 
зуда [30, 33, 35, 41, 43, 45, 46]. Известны факты 
обострения крапивницы при дизрегуляционной 
патологии высших отделов нервной системы [30, 
75]. Доказано, что стресс является наиболее ча-
стым триггерным фактором в развитии и про-
грессировании псориаза [33, 40]. Установлен 
факт исчезновения симптомов псориаза по мере 
улучшения психического состояния больного, 
а также в процессе терапии психомодулирую-
щими средствами [40]. В развитии атопического 
дерматита также ведущую роль играют когнитив-
ные расстройства и психоэмоциональная нагруз-
ка [58, 98]. 

Учитывая дизрегуляционные особенности 
течения кожных заболеваний, многие ученые 
склоняются к нейрогенной теории развития дер-
матозов, обусловленных нейрогенным воспале-
нием [82]. Следовательно, у больных с психоэмо-
циональными и поведенческими расстройствами 
имеет место нейрогенный патогенетический ме-
ханизм развития кожной патологии. Наряду с 
этим, установлено, что такие хронически реци-
дивирующие дерматозы, как атопический дер-
матит, псориаз, истинная экзема, могут сами по 
себе провоцировать психические расстройства, 
что подтверждает концепцию межсистемного 
взаимодействия при различных повреждениях 
кожи [65, 66].

На характер воспалительной реакции в коже 
влияет взаимообусловленность нейрогенных 

и иммунных звеньев. Нейропептиды и нейро-
трансмиттеры, выделяемые иннервирующими 
кожу нервами, в ответ на активацию симпатиче-
ской нервной системы, изменяют репаративные 
возможности клеток Лангерганса, тучных клеток 
и иммуноцитов кожи. К примеру, при атопиче-
ском дерматите главная роль в обеспечении вну-
триклеточных взаимодействий трех регулятор-
ных систем отводится кожным нейропептидам, 
продуцируемым С-вегетативными нервными во-
локнами так называемой нехолинергической-не-
адренергической иннервации [66]. 

Гуморальная регуляция функций кожи
Исследованиями последних лет показано, 

что клетки кожи сами способны синтезировать 
биологически активные вещества в виде гормо-
нов, нейропептидов и нейротрансмиттеров [56, 
63, 89]. Они осуществляют регуляцию в течение 
длительного времени и обеспечивают адаптив-
ную перестройку обменных процессов во многих 
клетках. Данный факт позволяет рассматривать 
кожу как единый нейроэндокринный орган. 

Нейрогуморальные влияния на кожу осущест-
вляются также опиоидными нейропептидами (α, 
β-эндорфины, мет-энкефалины), тахикининами 
(субстанция Р, нейротензин) и иммунопептида-
ми (тетины) [50, 51, 77, 84, 89]. 

Опиоидные нейропептиды (α, β-эндорфины, 
мет-энкефалины) обладают широким спектром 
биологической активности, главная роль связа-
на с нейроопосредованными физиологическими 
процессами: поведение, модуляция болевой чув-
ствительности, стрессорные адаптивные процес-
сы. Кроме того, доказано их участие в регуляции 
нейродегенеративных процессов при травмати-
ческих повреждениях. Экспериментально обо-
снована роль α, β-эндорфинов в поведенческих 
и ноцицептивных реакциях при стрессе и в регу-
ляции циркадных ритмов [73]. Метионин-энке-
фалин обладает эффектами локальной регуляции 
соматических функций, контроля поведенческих 
реакций. Доказана его иммуномодулирующая и 
противоопухолевая активность [83]. 

Среди неопиоидных нейропептидов большой 
интерес вызывают тахикинины (субстанция Р, 
нейротензин), которые характеризуются ши-
роким спектром физиологической активности, 
регулируя артериальное давление, капиллярную 
проницаемость и сокращение гладкой мускула-
туры. Так, вещество Р является базовым имму-
нореактивным нейротрансмиттером нехолинер-
гических нервных рецепторов, локализованных 
в эпидермисе вокруг кровеносных сосудов. Глав-
ной функцией субстанции Р является передача 
нервных импульсов между нейронами, иммуно-
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цитами, кератиноцитами и клетками Лангерган-
са. Вещество Р стимулирует тучные клетки, ко-
торые в результате могут выделять вазоактивный 
интестинальный пептид и фактор роста нервов. 
Экспрессия данного нейропептида из перифе-
рических сенсорных нервных окончаний кожи 
приводит к увеличению секреции, развитию 
отеч ности, вазодилатации в коже, к высвобож-
дению гистамина из тучных клеток кожи. Наряду 
с кининами, простагландинами, серотонином, 
гистамином, оно определяет миграцию лейко-
цитов, изменение тонуса микрососудов, увели-
чение их проницаемости, развитие болевой ре-
акции и появление зуда [56, 62]. Так, например, 
у больных атопическим дерматитом наблюдается 
повышенное содержание вещества Р [64]. Уста-
новлено участие субстанции Р в воспалительных 
процессах при крапивнице, что обосновывается 
анатомической связью между клетками Лангер-
ганса, кровеносными сосудами и окончаниями 
нервных волокон [63]. Данный факт позволяет 
считать субстанцию Р первичным медиатором 
боли и нейрогенного воспаления кожи.

В последние годы в понимании регуляторных 
механизмов регенерации все чаще встает вопрос 
о локальных нейроиммунокутанных взаимодей-
ствиях, где важную роль играют тетины – осо-
бые иммунные биорегуляторы, синтезируемые 
непосредственно в очаге воспаления. Благодаря 
данным пептидам клетки иммунной системы 
в процессах кооперации передают сигналы не-
посредственно друг другу. Образуются тетины в 
результате ферментативного протеолиза пептид-
но-белковых предшественников иммуноглобу-
линов и других белков плазмы, а также гормонов. 
Селективность действия тетинов обеспечивается 
строгой локализацией их образования. На уровне 
кожи свое действие проявляют тетины – тафт-
син и ригин. Так, тафтсин проявляет иммуномо-
дулирующую активность, стимулируя фагоци-
тарную активность гранулоцитов и моноцитов/
макрофагов. Биологическое действие тафтсина 
обусловлено активацией образования макрофа-
гами супероксидных и нитроксидных радикалов, 
что сопровождается усилением их перевариваю-
щей способности [64]. Кроме того, доказано, что 
данный агент не только стимулирует фагоцитоз, 
но способен оказывать эффект и на другие ста-
дии иммунного ответа, продлевая жизнь экспе-
риментальным животным со злокачественными 
новообразованиями. Имеются работы, доказыва-
ющие, что тафтсин способен при некоторых усло-
виях подавлять иммунологические реакции; при 
этом иммуносупрессивные эффекты тафтсина 

реализуются через потенцирование процесса об-
разования макрофагов-супрессоров [64, 69]. Био-
логический эффект ригина заключается в стиму-
ляции фагоцитоза и антителообразования за счет 
стимуляции синтеза антител и неспеци фических 
факторов иммунитета (лизоцима и т. д.) [80].

Иммунологическая регуляция функций кожи
Наряду с нейрогуморальной регуляцией, фи-

зиологические и патофизиологические процессы 
в коже управляются и сложным комплексом им-
мунных реакций. В коже наблюдаются все типы 
иммунопатологических процессов, что находит 
проявление при фотодерматозах, контактной ги-
перчувствительности, лимфопролиферации [88]. 
Иммунологическая регуляция процессов по-
вреждения кожи заключается в ингибировании 
патологических процессов за счет иммунного 
«воспаления», в способности к изоляции, прес-
сингу, презентации антигенов и развитии локаль-
ного иммунного ответа [20]. 

Впервые о коже как генераторе локальных 
иммунных реакций и месте развития гиперчув-
ствительности замедленного типа упоминается 
в трудах M.B. Sulzbergerа еще в 1942 году [23]. 
Позднее, в 80-х годах 20 века, исследователем 
J.W. Streinlein впервые была сформулирована 
концепция о лимфоидной ткани кожи SALT – 
skin-associated lymphoid tissue – ткани, ассо-
циированной с кожей, но тес но связанной с 
другими звеньями иммунитета [69]. С позиций 
данной концепции, кожу рассматривают как 
лимфоэпителиальный орган, обеспечивающий 
лимфоцитам микроокружение и условия для 
реализации иммунного ответа. По убеждению 
J.W. Streinlein, к этой ткани относятся анти-
генпрезентирующие клетки, кератиноциты, 
Т-лимфоциты, лимфатические узлы, а также 
тучные клетки, макрофаги, гранулоциты, эндо-
телий лимфатических и кровеносных сосудов. 
Нарушения функциональной активности таких 
клеток ле жат в основе патогенеза ряда заболева-
ний: псориаза, Т-клеточной лимфомы, атопиче-
ского дерматита и др. [38, 67, 72]. 

Клетки кожи обладают способностью ини-
циировать как локальный, так и системный от-
вет на антигены [61]. Первыми в ответ на эти 
воздействия выступают эпидермальные клетки, 
элиминируя путем частичного отшелушевания 
поверхностного рогового слоя либо путем фаго-
цитоза [75]. К основным участникам иммунных 
реакций в коже относятся макрофаги, клетки 
Лангерганса, тканевые базофилы, гистиоциты, 
тучные клетки, кератиноциты, лимфоциты и гра-
нулоциты крови, модулирующие иммунный от-
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вет [69]. Регенерация кожи при ее повреждениях 
характеризуется активацией кератиноцитов, фи-
бробластов, эндотелиальных клеток, макрофагов 
и тромбоцитов [56, 60, 99]. Механизм участия 
этих клеток в репарации кожной раны можно 
представить следующим образом (рис. 1 [39]). 

Травматическое повреждение кожи, сопро-
вождающееся проник новением внутрь чужерод-
ного материала, индуцирует продукцию цито-
кинов кератиноцитами и клетками Лангерганса, 
а вслед за этим – макрофагов и эндотелиальных 
клеток [80]. Привлеченные макрофаги регули-
руют процессы экстрацеллюлярного матрикса 
и фагоцитируют остатки кератиноцитов после 
травмы [22, 100]. В условиях микробной кон-
таминации антигенпрезентирующие клетки 
представляют антиген, трансформируются в 
дендритные клетки и перемещаются по дерме в 
лимфатические узлы [24, 70]. При этом клетки 
Ларгенганса приобретают способность взаимо-
действовать с Т-хелперами, которые затем акти-
вируют B-клетки и частично дифференцируют-
ся в эффекторные лимфоциты и клетки памяти. 
Указанная последовательность событий зависит 
от количественного баланса клеток на различных 
этапах регенерации, так как его изменение со-
провождается нарушением восстановительных 
процессов [85]. Эффективный исход репарации 
раневого дефекта возможен лишь при нормаль-
ном течении процессов миграции, пролифера-
ции клеток, структурных преобразований экс-
трацеллюлярного матрикса, ремоделирования 
новообразованных тканей. 

Поскольку иммунокомпетентные клетки 
играют важную роль в воспалительном процес-
се, репаративная регенерация кожи напрямую 
зависит от морфофункционального состояния 
иммунной системы [86]. Имеется достаточно до-
казательств того, что утрата восстановительного 
потенциала ткани (органа) напрямую связана 
с иммунокомпетентностью данной ткани или 
целого организма [31, 86]. К примеру, у больных 
с тяжелой ожоговой травмой наблюдаются «ис-
тощение» адаптивных способностей иммунной 
системы и нарушение формирования адекватно-
го ответа на возможные бактериально-вирусные 
агрессии вследствие гиперергической реакции 
симпато-адреналовой системы [72]. Установле-
но, что нейромедиаторы и пептидные факторы 
роста, экспрессируемые в коже, проявляют им-
мунорегуляторные свойства. Выдвинуто предпо-
ложение, что благодаря этому усиливается мито-
генетический потенциал клеток кожи в период 
восстановления раны [53]. 

Рисунок 1. Механизм репарации и регенерации кожи 
после травматического повреждения [39]
Figure 1. Мechanism of skin reparation and regeneration after 
traumatic injury [39]

В литературе имеются сведения о том, что 
иммунокомпетентные клетки участвуют в регу-
ляции репаративной регенерации тканей, акти-
вируя морфогенез [34]. Установлено, что благо-
приятное «безрубцовое» закрытие кожной раны 
зависит от количественных соотношений, каче-
ственных взаимодействий и функциональных 
возможностей фагоцитов и антигенпрезентиру-
ющих клеток. Доказано их стимулирующее им-
мунное влияние на течение сменяющихся стадий 
заживления кожных ран [34]. В соответствии с 
вовлеченностью различных клеток кожи в реа-
лизацию репаративных процессов ученые выде-
ляют 4 стадии заживления: гемостаз (остановка 
кровотечения), воспаление, пролиферация (за-
растание), матурация (созревание). Так, на эта-
пе гемостаза в центральной и периферической 
части раны в большом количестве обнаружива-
ются клетки Лангерганса (СD68), эффекторные 
макрофаги (СD163), выполняющие функцию 
антигенпредставления погибших клеток макро-
фагам. На этапе воспаления преобладают эффек-
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торные макрофаги (СD163), фагоцитирующие 
поврежденные ткани и бактериальную флору, а 
также секретирующие цитокины для репаратив-
ных процессов и миграции иммуноцитов в зону 
воспаления. Этапу пролиферации соответствует 
наивысшая активность гена Ki67, приводящая 
к разрастанию кератиноцитов из эпидермиса по 
краям ожоговой раны и находящихся на дне во-
лосяных фолликулов и в потовых железах гипо-
дермы. Для этапа матурации характерно сниже-
ние количества макрофагов и клеток Лангерганса 
в зоне ожоговой раны. Уменьшение макрофагов 
и увеличение количества фибробластов способ-
ствуют выработке фактора роста эндотелия. По-
следний стимулирует рост кровеносных сосудов 
в соединительной ткани, прилежащей к эпидер-
мису, что приводит к образованию грубых кело-
идных рубцов и неблагоприятному закрытию 

ожоговой раны. Вышеизложенное подтвержда-
ет вовлеченность иммунофагоцитов и антиген-
презентирующих клеток в регенераторный про-
цесс [42].

Заключение
Таким образом, репаративный потенциал 

кожи определяет характер ее морфофункцио-
нальных преобразований, косметический резуль-
тат раневых процессов [57, 79]. Концептуальный 
подход к пониманию молекулярных механизмов 

нейроиммуноэндокринной регуляции физио-

логических и патофизиологических процессов в 

коже [81, 85, 91, 92, 93, 95] позволит расширить 

возможности управляемой регенерации в случае 

повреждения кожи, объективного контроля за 

течением репаративных процессов в ней. 
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АНАЛИЗ ЦИТОАРХИТЕКТОНИКИ TLR2+ И TLR4+ 
ЛИМФОЦИТОВ И ТРАНСКРИПЦИОННОЙ АКТИВНОСТИ 
ГЕНОВ Gp2, Spi-B, Nf-kB1, с-REL, TNFα И TNFr В КАЛТ 
КРЫС ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ 
И ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЙ ПЕНТОКСИФИЛЛИНА
Деген А.С.1, Коваль Г.Д.2, Сухомлинова И.Е.1, Морозова О.В.1, 
Камышный А.М.1
1 Запорожский государственный медицинский университет, г. Запорожье, Украина 
2 Буковинский государственный медицинский университет, г.Черновцы, Украина

Резюме. Критически важными в развитии СД 1 типа являются изменения состояния кишечно-ас-
социированной лимфоидной ткани (КАЛТ) и состава микробиома кишечника как в условиях экспе-
риментального STZ-индуцированного диабета, так и при развитии СД 1 типа у людей и хронического 
воспаления за счет стимуляции врожденного звена иммунитета. Одним из наиболее важных посред-
ников во взаимодействии между кишечным микробиомом и КАЛТ являются специализированные 
М-клетки фолликул-ассоциированного эпителия, обеспечивающие трансцитотическую доставку 
антигенов подлежащим лимфоидным структурам. Вспомогательную роль в образовании М-клеток 
играет и TNFα-сигнализация. Поэтому целью нашей работы было изучение особенностей экспрес-
сии TLRs и транскрипционной активности генов Gp2, Spi-B, Nf-kB1, с-Rel, TNFα и TNFr в КАЛТ при 
экспериментальном сахарном диабете (ЭСД) и после введения пентоксифиллина. Для идентифи-
кации TLR2+ клеток и TLR4+ клеток применяли иммунофлюоресцентный метод с использованием 
моноклональных антител к соответствующим паттерн-распознающим рецепторам. Для изучения 
транскрипционной активности генов использовали метод полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией в режиме реального времени (ОТ-ПЛР). В ходе развития экспериментальной патологии 
длительностью 2 и 4 недели наблюдалось снижение суммарной плотности TLR2+ и TLR4+ лимфоци-
тов в СПСОВ и ИЛФ подвздошной кишки крыс. При этом плотность TLR2 на мембране иммунопо-
зитивных клеток увеличивалась у малых, а TLR4 – у средних и малых лимфоцитов. Введение пен-
токсифиллина диабетическим крысам приводило к снижению суммарной плотности TLR2+ клеток 
на 2-й неделе развития патологии и к увеличениию данного показателя на 4-й неделе. Суммарная 
плотность TLR4+ клеток демонстрировала динамику к росту только в СПСОВ на 2-й неделе развития 
ЭСД на фоне введения пентоксифиллина. Изменения плотности TLR2 иTLR4 на поверхности лим-
фоцитов носили разнонаправленный характер. Развитие диабета нашло свое отражение и в транс-
крипционной индукции генов ключевых транскрипционных факторов NF-kB1 и c-Rel в клетках 
КАЛТ как на 2-й, так и на 4-й неделе развития ЭСД. Тогда как введение пентоксифиллина достовер-
но снижало уровень нормализованной экспресии мРНК NF-kB1 в течение всего срока наблюдений 
и увеличивало данный показатель для мРНК c-Rel на 2-й неделе. Отмечен рост нормализованной 
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экспресии маркеров М-клеток Gp2 и Spi-B как на 2-й, так и на 4-й неделе развития эксперименталь-
ной патологии. Введение пентоксифиллина диабетическим животным в большей степени нашло свое 
отражение в изменении интенсивности экспрессии мРНК маркера зрелых М-клеток Gp2 – данный 
показатель увеличивался на 2-й неделе развития патологии, а на 4-й демонстрировал динамику к сни-
жению. Развитие ЭСД приводило к достоверному повышению уровня нормализованной экспрессии 
провоспалительного цитокина TNFα и его рецептора TNFr и демонстрировало динамику к сниже-
нию на фоне введения пентоксифиллина диабетическим животным.

Ключевые слова: экспериментальный сахарный диабет, кишечно-ассоциированная лимфоидная ткань, TLR2, TLR4, 
M-клетки, пентоксифиллин

ANALYSIS OF CYTOARCHITECTONICS OF TLR2+ AND TLR4+ 
LYMPHOCYTES AND TRANSCRIPTIONAL ACTIVITY OF THE 
GENES Gp2, Spi-B, Nf-kB1, с-REL, TNFα AND TNFr IN GALT 
OF RATS IN EXPERIMENTAL DIABETES MELLITUS AND AFTER 
PENTOXIFYLLINE ADMINISTRATION
Degen A.S.a, Koval G.D.b, Sukhomlinova I.E.a, Morozova O.V.a, 
Kamyshnyi A.M.a 
a Zaporozhye State Medical University, Zaporozhye, Ukraine 
b Bukovinian State Medical University, Chernivtsi, Ukraine

Abstract. Changes in the state of gut-associated lymphoid tissue (GALT) and the composition of the 
intestinal microbiome, both in experimental STZ-induced diabetes and in development of type 1 diabetes in 
humans as well as chronic inflammation due to stimulation of innate immunity are crucially important in 
the development of type 1 diabetes mellitus. One of the most important mediators for interactions between 
the intestinal microbiome and GALT are specialized M cells of the follicle-associated epithelium, providing 
transcytotic delivery of antigens to the underlying lymphoid structures. TNFα-signaling also plays a supporting 
role in the formation of M cells. Therefore, the aim of our work was to study some features of TLRs expression 
and transcriptional activity of the Gp2, Spi-B, Nf-kB1, c-Rel, TNFα and TNFr genes in GALT in experimental 
diabetes mellitus (EDM), and after pentoxifylline administration. To identify TLR2+ cells and TLR4+ cells, 
an immunofluorescence method was used with monoclonal antibodies to corresponding pattern-recognizing 
receptors. To study the transcriptional activity of genes, the method of real-time reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) was used. In the course of developing experimental pathology, at the terms of 2 and 
4 weeks, a decrease in the total density of TLR2+ and TLR4+ lymphocytes was observed in lamina propria 
of villus (villus) and subepithelial zone isolated lymphoid follicles (ILF) of rat ileum. At the same time, the 
density of TLR2 on the membrane of immunopositive cells was increased for small lymphocytes, and TLR4 
density has became higher in medium and small lymphocytes. The pentoxifylline administration to diabetic 
rats resulted in a decrease in the total density of TLR2+ cells at the 2nd week of development of the pathology, 
and an increase in this index at the 4th week. The total density of TLR4+ cells showed changing growth rates only 
in villus at the 2nd week of EDM development in the presence of pentoxifylline. Changes in the density of TLR2 
and TLR4 on the surface of lymphocytes were multidirectional. The development of diabetes is also reflected 
in the transcriptional induction of genes of the key transcription factors NF-kB1 and c-Rel in GALT cells at 
both the 2nd and 4th week of the development of EDM. Meanwhile, administration of pentoxifylline resulted 
in a significantly reduced level of normalized expression of NF-kB1 mRNA during the entire observation 
period and increased this indicator for c-Rel mRNA at the 2nd week. The growth of normalized expression 
of markers of M cells Gp2 and Spi-B was observed both on the 2nd and on the 4th week of the development of 
experimental pathology. Administration of pentoxifylline to diabetic animals was largely reflected in the change 
in the intensity of mRNA expression of the mature M cell Gp2 marker. This parameter was increased during the 
2nd week of developing pathology, and on the 4th week, a downward trend was shown. The development of EDM 
led to a significantly increased level of near-normalized expression of proinflammatory TNFα cytokine and 
its receptor TNFr, and demonstrated a trend towards their decrease following pentoxifylline administration in 
diabetic animals.

Keywords: experimental diabetes mellitus, gut-associated lymphoid tissue, TLR2, TLR4, M cells, pentoxifilline
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Введение
Помимо генетической предрасположенно-

сти, триггерами развития СД 1 типа являются 
изменения состояния кишечно-ассоциирован-
ной лимфоидной ткани (КАЛТ) и состава ми-
кробиома кишечника как индуктора развития 
феномена «подтекания» (“leaky gut”) слизистой 
ЖКТ и хронического воспаления за счет стиму-
ляции врожденного звена иммунитета [4]. Ряд 
исследователей указывает на изменения состава 
кишечного микроба как в условиях эксперимен-
тального STZ-индуцированного диабета, так и 
при развитии СД 1 типа у людей [20, 22, 27], что 
приводит к закономерному изменению уровня 
микроб-ассоциированных молекулярных паттер-
нов (МАМП) для рецепторов врожденного имму-
нитета (РВИ). 

Ранее мы показали изменения экспрессии 
NOD-подобных рецепторов (NLR), являю-
щихся сенсорами структурных компонентов 
бактериального пептидогликана – мурамилди-
пептидов [1], а также сенсоров вирусной РНК 
RIG-I-рецепторов в КАЛТ крыс при эксперимен-
тальном сахарном диабете (ЭСД) [5]. Кроме того, 
еще одним критическим триггером старта и про-
грессии СД 1 типа является изменение интенсив-
ности экспрессии мембранных Toll-подобных 
рецепторов (TLRs). В последние годы описа-
на конститутивная экспрессия TLR-клетками 
адаптивного звена иммунного ответа, а именно 
Т-лимфоцитами [9]. При этом TLR2 и TLR4, рас-
познающие лиганды практически всего микроб-
ного мира, передают активационный сигнал че-
рез адапторные молекулы MyD88, TIRAP, TRIF, 
TRAM, что приводит к формированию активных 
димеров ядерного фактора NF-kB – RelA (p65), 
c-Rel, RelB и белков-предшественников NF-kB1 
(p105) и NF-kB2 (p100). Димеры NF-kB далее 
транспортируются в ядро и индуцируют транс-
крипцию генов провоспалительных цитокинов 
и хемокинов (TNFα, IL-1β, IL-18, IL- 12, IL-6, 
CXCL8), костимулирующих молекул (CD40, 
CD80 и CD86) [10].

Среди таких NF-kB-индуцируемых цито-
кинов важную роль в старте и прогрессии СД 
1 типа играет TNFα, основным источником ко-
торого являются макрофаги и активированные 
Т-лимфоциты КАЛТ [23]. У NOD-мышей, де-
фицитных по TNFR1, наблюдается устойчивость 
к старту СД 1 типа, а инсулит протекает в более 
легкой форме. Вместе с тем у данных животных 
отмечалось увеличение количества Treg и усиле-
ние их супрессорной активности. Возможно, что 
блокада TNF-сигналинга – это один из механиз-
мов активизации функций Treg и супрессии СД 
1 типа [8]. Одним из неселективных блокаторов 
TNFα является пентоксифиллин.

Критически важным посредником во взаи-
модействии между кишечным микроби-
омом и КАЛТ являются специализированные 
М-клетки фолликул-ассоциированного эпите-
лия [19], способные фагоцитировать макромо-
лекулы и микроорагнизмы, доставляя их подле-
жащим лимфоидным структурам для индукции 
иммунных реакций. На апикальной мембра-
не М-клеток экспрессируется гликопротеин 
Gp2 [21], а их дифференцировку регулирует 
транскрипционный фактор Spi-B [25]. Важную 
вспомогательную роль в образовании М-клеток 
играет и TNFα-сигнализация [29]. Поэтому це-
лью нашей работы было изучение особенностей 
экспрессии TLRs и транскрипционной активно-
сти генов Gp2, Spi-B, Nf-kB1, с-Rel, TNFα и TNFr 
в КАЛТ при экспериментальном сахарном диа-
бете (ЭСД) и после введения пентоксифиллина.

Материалы и методы
Исследования были проведены на 80 самцах 

крыс линии Wistar. Животные были получены 
из питомника ООО «Биомодельсервис» (Киев). 
Экспериментальные животные были разделе-
ны на 5 экспериментальных групп: контроль-
ные крысы, которым однократно внутрибрю-
шинно вводили 0,5 мл 0,1 М цитратного буфера 
(рН = 4,5) (группа 1); крысы с 14-дневным ЭСД 
(группа 2); крысы с 28-дневным ЭСД (группа 3); 
крысы с 14-дневным (группа 4) и с 28-дневным 
ЭСД (группа 5), которым перорально ежеднев-
но в течение, соответственно, 2 и 4 недель вво-
дили пентоксифиллин в дозе 9 мг/кг, начиная с 1 
дня индукции диабета. Стрептозотоцин (STZ) 
(SIGMA Chemical, США) вводили крысам вну-
трибрюшинно в дозе 50 мг/кг, разведенным в 0,5 
мл 0,1 М цитратного буфера (рН 4,5) перед мо-
ментом введения. Определение концентрации 
глюкозы в крови, которую брали из хвостовой 
вены, проводили глюкозооксидазным методом 
с использованием прибора BIONIME Rightest 
GM 110 (Швейцария) через 12 часов и на 1, 2, 3, 
5, 7, 10, 14 и 28 сутки после инъекции STZ. Изме-
рение уровня гликемии проводили через 6 часов 
с момента последнего приема пищи. На 3 сутки 
после введения стрептозотоцина для дальнейших 
исследований отбирали животных с уровнем гли-
кемии натощак > 8,0 ммоль/л.

Структуру популяции TLR2- и TLR4-клеток 
изучали на основе анализа серийных гистологи-
ческих срезов и данных их морфометрических 
и денситометрических характеристик. Для про-
ведения данного исследования на ротационном 
микротоме MICROM HR-360 (Microm, Герма-
ния) делали 5-микронные серийные срезы под-
вздошной кишки, которые потом депарафи-
нировали в ксилоле, проводили регидратацию 
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в нисходящих концентрациях этанола (100%, 
96%, 70%), отмывали в 0,1 М фосфатном буфере 
(рН = 7,4) и инкубировали с первичными кроли-
чьими моноклональными антителами (МКАТ) 
к TLR2- и TLR4-рецепторам крысы, конъюги-
рованными с FITC (Santa Cruz Biotechnology, 
США) в течение 18 часов во влажной камере при 
Т = 4 °С. После инкубации срезы промывали 
0,1 М фосфатным буфером и заключали в смесь 
глицерина и фосфатного буфера (9:1) для даль-
нейшего изучения при помощи люминесцентной 
микроскопии. Обработанные гистологические 
срезы изучали при помощи компьютерной про-
граммы ImageJ (NIH, США). Изображение, по-
лученное на микроскопе PrimoStar (ZEISS, Гер-
мания) в ультрафиолетовом спектре возбуждения 
390 нм (FITC) при помощи высокочувствитель-
ной камеры AxioCam 5c (ZEISS, Германия) и па-
кета программ для получения, архивации и под-
готовки изображений к публикации AxioVision 
4.7.2 (ZEISS Германия), немедленно вводилось 
в компьютер. При этом в автоматическом режи-
ме определялись зоны со статистически значи-
мой флюоресценцией, характерной для клеток, 
экспрессирующих TLR2 и TLR4. Определялись 
морфометрические и денситометрические харак-
теристики иммунопозитивных клеток, абсолют-
ная (количество клеток на 1 мм2 площади среза) 
и относительная (%) плотность распределения 
TLR2- и TLR4-лимфоцитов. Плотность TLR2- 
и TLR4-рецепторов на мембране лимфоцитов 
определяли, учитывая интенсивность флюорес-
ценции идентифицированных клеток и неспеци-
фическую флюоресценцию препарата (так на-
зываемый фон). На основании этих показателей 
вычислялась корректированная клеточная флюо-
ресценция (в условных единицах интенсивности 
флюоресценции УЕИФ): Integrated Density (инте-
грированная плотность) – (площадь выделенных 
клеток × среднюю флюоресценцию фона). При 
окрашивании МКАТ определяли TLR2- и TLR4-
клетки, расположенные в собственной пластинке 
слизистой оболочки ворсинок (СПСОВ) и в суб-
эпителиальной зоне изолированных лимфоид-
ных фолликулов (ИЛФ), которые являются, со-
ответственно, эффекторными и индуктивными 
зонами иммунного ответа в КАЛТ.

Для анализа экспрессии генов использовали 
метод полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией в режиме реального времени (ОТ-
ПЛР). В ходе этого исследования кусочки ткани, за-
литые в парафин, нарезали на микротоме (толщина 
среза 15 мкм) и помещали в пробирки Эппендор-
фа (Eppendorf AG, Германия) депарафинировали 
путем инкубации последовательно, дважды в кси-
лоле, по 5 минут каждый, затем последовательно, 
дважды в 100% этаноле, в течение 5 минут каждый. 

Выделение тотальной РНК из тканей крыс про-
водили согласно протоколу с использованием 
набора Trizol RNA Prep 100 («ИЗОГЕН», РФ), 
который содержит следующие реагенты: Trizol 
reagent и ExtraGene Е. Концентрацию и каче-
ство выделенной тотальной РНК определяли 
на спектрофотометре Libra S32PC (Biochrom 
Ltd., Великобритания). Для последующей про-
цедуры обратной транскрипции отбирали образ-
цы РНК со следующими показателями (по соот-
ношениям оптической плотности А260 / А280): 
260 нм/280 нм = 2, 260 нм/230 нм = 1,8-2,2.

Для обратной транскрипции (синтез кДНК) 
использовали «Набор реагентов для проведе-
ния обратной транскрипции (ОТ)» («СИНТОЛ», 
РФ). RT-PCR проводили на конечном объеме 
25 мкл, содержащем 10 мкл готовой реакцион-
ной смеси 2,5Х, 11 мкл деионизированной Н2О, 
1 мкл праймеров Random-6, 1 мкл обратной 
транскриптазы и 2 мкг РНК. Обратную транс-
крипцию проводили при 45 °С в течение 45 ми-
нут с последующим нагреванием в течение 5 мин 
при 92 °С. Амплификацию проводили на при-
боре CFX96™ Real-Time PCR Detection Systems 
(Bio-Rad Laboratories, Inc., США) с мастер-мик-
сом Maxima SYBR Green / ROX qPCR Master 
Mix (2X) (Thermo Scientific). Финальная реакци-
онная смесь для амплификации включала кра-
ситель SYBR Green, ДНК-полимеразу Maxima 
HotStartTaq DNA Polymerase, по 0,2 мкл прямо-
го и обратного специфических праймеров, 1 мкл 
матрицы (кДНК). Реакционную смесь доводили 
до общего объема 25 мкл добавлением деионизи-
рованной Н2О. Специфические пары праймеров 
(5’-3’) для анализа исследованных и референсно-
го генов были подобраны с помощью программ-
ного обеспечения PrimerBlast (www.ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer-blast) и изготовлены фирмой 
Metabion (Германия) (см. табл. 1).

После начальной денатурации в течение 
10 мин при 95 °C амплификация состояла из 45 
циклов и проводилась при таких условиях: дена-
турация – 95 °С, 15 с, отжиг – 59-61 °С, 30-60 с, 
элонгация – 72 °С, 30 с. В качестве референс-гена 
для определения относительного значения изме-
нения уровня экспрессии исследованных генов 
был использован ген глицеральдегид-3-фосфат 
дегидрогеназы (GAPDH). Относительное нор-
мализованное количество кДНК таргетных генов 
определяли по методу Ct. Статистический анализ 
данных ПЦР проводили при помощи программ-
ного обеспечения CFX Manager™ (Bio-Rad, 
США). В эксперимент были включены негатив-
ные контроли: без добавления кДНК-матрицы 
в реакцию ПЦР, без добавления мРНК-матрицы 
в синтезе кДНК, без добавления фермента в син-
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ТАБЛИЦА 1. СПЕЦИФИЧЕСКИЕ ПРАЙМЕРЫ, ИСПОЛЬЗОВАННЫЕ ОТ-ПЦР В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ
TABLE 1. SPECIFIC PRIMERS WHICH WERE USED IN REAL-TIME RT-PCR

Ген
Gen

Нуклеотидная последовательность 
праймера

Nucleotide sequence of the primer

Tпл, °С
Tm, °С

Длина 
продукта 
ПЦР, п. н.

PCR product 
length, n. p.

Экзон-экзонный 
стык

Exon-exon joint

Gp2 F = ACTCCCCGAAGTACAGGGTT
R = AGACAGGCAGGAAGAACGTG

60
60 55 1633/1634

SpiB F = GAACCACCATGCTTGCTCTG
R = TCTGGGTACTGCAAACAGCTT

59
60 70 59/60

Nfkb1 F = ATATGCACCGTGACAGCAGG
R = GTTTGCAAAGCCAACCACCA

60
60 51 752/753

cRel F = GTCAAGGGAAGGAGCTGTCG
R = GGATTATATCCGCCGAGCCC

60
60 41 64/65

Tnf
(TNFα)

F = CTCGAGTGACAAGCCCGTAG
R = GCTTGGTGGTTTGCTACGAC

60
60 45 433/434

Tnfrsf1a
(TNFr)

F = AACGGCTTGACACTGCAGAC
R = CACAGCATACAGCATCGCAG

61
60 41 1315/1316

GAPDH 
(NM_017008.4)

F = GCCTGGAGAAACCTGCCAAG
R = GCCTGCTTCACCACCTTCT

61
60 52 825/826

Примечание. F – прямой праймер; R – обратный праймер; Tпл – температура плавления.

Note. F, direct primer; R, reverse primer; Tm, melting point.

тезе кДНК. Все реакции амплификаци проводи-
ли на индивидуальных образцах в трех повторах.

Все полученные экспериментальные данные 
обрабатывались на персональном компьютере 
пакетом прикладных и статистических программ 
Excel из пакета MS Office 2010 (Microsoft Corp., 
США), Statistica 13 (TIBCO Software Inc., 2018). 
Для всех показателей рассчитывали значения 
средней арифметической выборки (М), ее дис-
персии и ошибки средней (m). Для определения 
достоверности отличий результатов исследова-
ния в экспериментальных и контрольных груп-
пах животных определяли коэффициент Стью-
дента (t), потом определяли вероятность разницы 
выборок (р) и доверительный интервал средней. 
Критичный уровень значимости при проверке 
статистических гипотез принимали равным 0,05.

Результаты
Введение экспериментальным животным 

STZ приводило к развитию ЭСД. Таким об-
разом, на второй неделе развития патологиче-
ского процесса концентрация глюкозы в кро-
ви у крыс линии Wistar увеличивалась в 3,1 раза 
(9,78±0,71 ммоль/л, р < 0,05) по сравнению 
с контролем (3,13±0,12 ммоль/л), на 28-й день 
увеличивалась в 2,1 раза (6,48±0,84 ммоль/л, 
р < 0,05) по сравнению с контролем (3,13±0,12 
ммоль/л). А также появлялись все основные сим-
птомы, характерные для сахарного диабета 1 типа 
(полидипсия, гиперфагия и полиурия). Изучение 

серийных срезов подвздошной кишки контроль-
ных крыс линии Wistar, предварительно инкуби-
рованных с МКАТ к TLR2 рецепторам крысы по-
казало, что суммарная плотность TLR2+ клеток 
в собственной пластинке слизистой оболочки 
ворсинок (СПСОВ) составляла 70±1 на 1 мм2, что 
приблизительно совпадает с их количеством и в 
субэпителиальной зоне изолированных лимфо-
идных фолликулов (ИЛФ) (рис. 1А). 

Развитие диабета сопровождалось снижением 
суммарной плотности TLR2+ клеток в СПСОВ 
на 37% (р < 0,05) на 14-й день и в 2,3 раза (р < 0,05) 
на 28-й день экспериментального сахарного диа-
бета, а в ИЛФ на 26% (р < 0,05) на 14-й день и в 
2,1 раза (р < 0,05) на 28-й день эксперименталь-
ного сахарного диабета по сравнению с контро-
лем (рис. 1А).

Введение диабетическим животным пенток-
сифиллина сопровождалось достоверным сни-
жением суммарной плотности популяции TLR2+ 
клеток в СПСОВ на 41% (р < 0,05) на 14-й и уве-
личением этого показателя на 81% (р < 0,05) 
на 28-й день развития ЭСД (рис. 1Б). На фоне 
введения пентоксифиллина наблюдались из-
менения и в субэпителиальной зоне ИЛФ. Так, 
суммарная плотность популяции TLR2+ клеток 
на 2-й неделе развития патологии снижалась 
на 14% (р < 0,05), но уже на 4 неделе возрастала 
на 84% (р < 0,05) по сравнению с группами диа-
бетических животных, которым препарат не вво-
дили (рис. 1Б).
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Измерение интенсивности флюоресценции 
TLR2+ клеток, что отображает плотность TLR2 
на мембране иммунопозитивных клеток, пока-
зало достоверное снижение данного параметра 
в ходе развития диабета у TLR2+ лимфобластов 
в СПСОВ (на 11-12%, р < 0,05) на 2-й и на 4-й 
неделе (рис. 2А) и у TLR2+ средних лимфоци-
тов (на 4%, р < 0,05) на 4-й неделе развития ЭСД 
(рис. 2Б) по сравнению с контролем, а у TLR2+ 
малых лимфоцитов этот показатель увеличивал-
ся на 4% (р < 0,05) на 14-й день развития экс-
периментальной патологии (рис. 2В). Введение 
диабетическим животным пентоксифиллина на-
шло отображение в незначительном увеличении 
интенсивности флюоресценции TLR2+ средних 
лимфоцитов на 2-3% (р < 0,05) на 2-й и 4-й неде-
ле развития патологии по сравнению с диабети-
ческими интактными животными (рис. 2Б).

В субэпителиальной зоне ИЛФ наблюда-
лись схожие изменения при развитии экспери-
ментальной патологии по сравнению с контро-
лем: снижалась интенсивность флюоресценции 
у TLR2+ лимфобластов и TLR2+ средних лимфо-
цитов на 28-й день развития ЭСД (на 10% и 4%, 
р < 0,05 соответственно) (рис. 2А, Б), однако этот 
показатель увеличивался у TLR2+ малых лимфо-
цитов на 2% (р < 0,05) на 14-й день развития ЭСД 
(рис. 2В). Введение диабетическим животным 
пентоксифиллина приводило к разнонаправлен-
ным изменениям интенсивности флюоресцен-
ции TLR2+ клеток: снижалась у TLR2+ лимфо-
бластов на 4% (р < 0,05) на 14-й день развития 
ЭСД (рис. 2А), увеличивалась у TLR2+ средних 
лимфоцитов (на 2-6%, р < 0,05) на 2-й и 4-й неде-

ле (рис. 2Б) и у TLR2+ малых лимфоцитов (на 6%, 
р < 0,05) на 4-й неделе (рис. 2В) развития патоло-
гии по сравнению с аналогичными показателями 
у интактных диабетических животных.

Изучение серийных срезов подвздошной 
кишки контрольных крыс линии Wistar, предва-
рительно инкубированных с МКАТ к рецептору 
TLR4, показало, что суммарная плотность TLR4+ 
клеток в собственной пластинке слизистой обо-
лочки ворсинок (СПСОВ) составляла 60±1 
на 1 мм2, что приблизительно совпадает с их ко-
личеством и в субэпителиальной зоне изолиро-
ванных лимфоидных фолликулов (ИЛФ) – 54±3 
на 1 мм2 (рис. 3А).

Развитие диабета сопровождается снижением 
суммарной плотности TLR4+ клеток в СПСОВ 
на 27% (р < 0,05) на 14-й день и на 25% (р < 0,05) 
на 28-й день экспериментального сахарного диа-
бета, а в ИЛФ на 24% (р < 0,05) на 28-й день экс-
периментального сахарного диабета по сравне-
нию с контролем (рис. 3А).

Введение диабетическим крысам линии Wistar 
пентоксифиллина сопровождалось достоверным 
увеличением плотности популяции TLR4+ 
клеток в СПСОВ на 14-й день развития ЭСД 
на 30% (р < 0,05) по сравнению с интактными 
диабетическими животными (рис. 3Б). 

Измерение интенсивности флюоресценции 
TLR4+ клеток, что отражает плотность TLR4 
на мембране иммунопозитивных клеток, показа-
ло следующие изменения. В СПСОВ достоверно 
увеличивался этот показатель у TLR4+ средних 
лимфоцитов на 1,4% (р < 0,05) и на 4% (р < 0,05) 
на 14-й и 28-й день развития ЭСД соответственно 

Рисунок 1. Суммарная плотность (на 1 мм²) TLR2+ клеток в СПСОВ (villus) и субэпителиальной зоне ИЛФ (ILF Subep) 
при развитии диабета (2 и 4 недели) и введения пентоксифиллина (PF) диабетическим животным
Примечание. * – p < 0,05.
Figure 1. Total density (per 1 mm2) of TLR2+ cells in lamina propria of villus mucous layer (Villus) and in subepithelial zone of the ILF 
(ILF Subep) during the development of diabetes (2 and 4 weeks) and the administration of pentoxifylline (PF) to diabetic animals
Note. *, p < 0.05.
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(рис. 4Б), а у TLR4+ малых лимфоцитов на 4,2% 
(р < 0,05) и на 5,2% (р < 0,05) в этих же группах 
экспериментальных животных (рис. 4В). Анало-
гичные изменения наблюдались и в ИЛФ: на 4-й 
неделе развития экспериментального СД увели-
чивалась интенсивность флюоресценции TLR4+ 
средних лимфоцитов и TLR4+ малых лимфоци-
тов на 4% (р < 0,05) (рис. 4Б, В). Введение диа-
бетическим животным пентоксифиллина приво-
дило к достоверным изменениям интенсивности 
флюоресценции только у TLR4+ средних лимфо-
цитов в СПСОВ (рис. 4Б). Этот показатель уве-
личивался на 2,6% (р < 0,05) на 14-й день и сни-
жался на 2,5% (р < 0,05) на 28-й день развития 
патологии по сравнению с диабетическими жи-
вотными, которые препарат не получали.

Изучение транскрипционной активности гена 
Gp2 в клетках подвздошной кишки крыс на 2-й 
неделе развития диабета показало увеличение 
концентрации mRNA в 3,2 раза, а на 4-й неделе – 
в 2,2 раза по сравнению с контрольной группой 
животных (рис. 5А). Уровень нормализованной 
экспрессии mRNA Spi-B также демонстрировал 
динамику к увеличению на фоне развития экспе-
риментального диабета у животных. Так, на 14-й 
день развития патологии этот показатель увели-
чивался в 2,1 раза, а на 28-й день – в 2 раза по срав-
нению с контрольной группой крыс (рис. 5Г).

Введение экспериментальным животным 
пентоксифиллина приводило к росту уровня экс-
прессии Gp2 в 6,8 раза на 2-й неделе развития 
ЭСД по сравнению с диабетическими интактны-

Рисунок 2. Плотность TLR2 на мембране иммунопозитивных клеток (Еиф)
Примечание. * – р < 0,05 по отношению к контролю; ** – р < 0,05 по отношению к диабету 2; *** – р < 0,05 по отношению к диабету 4.
Figure 2. Density of TLR2 on the membrane of immunopositive cells (fluorescence intensity in arbitrary units, AU)
Note. *, р < 0.05 relative to the control; **, р < 0.05 relative to the diabetes 2; ***, р < 0.05 relative to the diabetes 4.

Рисунок 3. Суммарная плотность (на 1 мм2) TLR4+ клеток в СПСОВ (Villus) и субэпителиальной зоне ИЛФ (ILF Subep) 
при развитии диабета (2 и 4 недели) и введения пентоксифиллина (PF) диабетическим животным
Примечание. * – p < 0,05.
Figure 3. Total density (per 1 mm2) of TLR4+ cells in lamina propria of villus mucous layer (Villus) and in subepithelial zone of the ILF 
(ILF Subep) during the development of diabetes (2 and 4 weeks) and the administration of pentoxifylline (PF) to diabetic animals
Note. *, p < 0.05.
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ми животными (продолжительность ЭСД 2 неде-
ли) (рис. 5Б) и достоверному снижению уровня 
mRNA Gp2 в 10 раз на 4-й неделе развития па-
тологии по сравнению с диабетическими интакт-
ными животными (продолжительность ЭСД 4 
недели) (рис. 5В).

Введение экспериментальным животным 
пентоксифиллина не показало достоверного 

влияния на уровень экспрессии mRNA Spi-B 
(рис. 5Д, Е).

Изучение относительной нормализованной 
экспрессии гена Nf-kB1 в клетках подвздош-
ной кишки крыс на 2-й неделе развития диабе-
та показало увеличение концентрации mRNA 
в 10,7 раза, а на 4-й неделе – в 5,2 раза по сравне-
нию с контрольной группой животных (рис. 6A). 

Рисунок 4. Плотность TLR4 на мембране иммунопозитивных клеток (Еиф)
Примечание. * – р < 0,05 по отношению к контролю; ** – р < 0,05 по отношению к диабету 2; *** – р < 0,05 по отношению к диабету 4.
Figure 4. Density of TLR4 on the membrane of immunopositive cells (fluorescence intensity in arbitrary units, AU)
Note. *, р < 0.05 relative to the control; **, р < 0.05 relative to the diabetes 2; ***, р < 0.05 relative to the diabetes 4.

Рисунок 5. Относительное нормализованное количество мРНК генов Gp2 и Spi-B в клетках подвздошной кишки 
крыс
Примечание. Нормализация по методу ΔΔCt с референс-геном GAPDH. Диабет 2, диабет 4 – 2- и 4-недельный ЭСД 
соответственно; диабет 2 + ПФ, диабет 4 + ПФ – после введения пентоксифиллина диабетическим животным.
Figure 5. Relative normalized expression of mRNA of Gp2 and Spi-B genes in rat ileum cells
Note. Normalization by the ΔΔCt method with the GAPDH reference gene. Diabetes 2, diabetes 4 – 2 and 4 week experimental diabetes mellitus, 
respectively; diabetes 2 + PF, diabetes 4 + PF – after the administration of pentoxifylline to a diabetic animal.
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Транскрипционная активность гена c-Rel также 
демонстрировала тенденцию к росту на фоне раз-
вития ЭСД. Так, на 14-й день развития диабета 
этот показатель увеличивался в 3,6 раза, а на 28-й 
день – в 2,5 раза по сравнению с контрольной 
группой экспериментальных животных (рис. 6Г).

Введение экспериментальным животным 
пентоксифиллина приводило к снижению уров-
ня экспрессии NF-kB1 в 3,2 раза на 2-й неделе 
развития ЭСД по сравнению с диабетическими 
интактными животными (длительность ЭСД 2 
недели) (рис. 6Б), а также к достоверному сниже-
нию уровня mRNA NF-kB1 в 5 раз на 4-й неделе 
развития патологии по сравнению с диабетиче-
скими интактными животными (длительность 
ЭСД 4 недели) (рис. 6В).

Уровень нормализованной экспрессии c-Rel 
на фоне введения диабетическим животным пен-
токсифиллина показал достоверные изменения 
только на 14-й день развития патологического 
процесса – показатель увеличивался в 7,8 раза 
по сравнению с диабетическими интактными жи-
вотными (длительность ЭСД 2 недели) (рис. 6Д).

Уровень относительной нормализованной 
экспрессии mRNA TNFα в клетках подвздошной 

кишки крыс на фоне развития ЭСД по сравне-
нию с контрольной группой демонстрировал тен-
денцию к росту – в 31 раз на 2-й неделе развития 
патологического процесса и в 13,7 раза на 4-й не-
деле (рис. 7A). Уровень экспрессии mRNA TNFr, 
в свою очередь, показал достоверные изменения 
лишь на 14-й день развития экспериментальной 
патологии. Этот показатель увеличивался в 2,9 
раза по сравнению с контрольными животными 
(рис. 7Г).

Введение диабетическим животным пенток-
сифиллина приводило к снижению танскрипци-
онной активности гена TNFα в 9 раз на 2-й неделе 
развития ЭСД по сравнению с диабетическими 
интактными крысами (длительность ЭСД 2 неде-
ли) (рис. 7Б), а также к достоверному снижению 
уровня mRNA TNFα в 3,8 раза на 4-й неделе раз-
вития патологии по сравнению с диабетически-
ми интактными животными (длительность ЭСД 
4 недели) (рис. 7В).

Транскрипционная активность гена TNFr 
на фоне введения диабетическим животным пен-
токсифиллина показала достоверные изменения 
на 14-й день развития патологического процес-
са – снижение в 2,9 раза по сравнению с диабети-

Рисунок 6. Относительное нормализованное количество мРНК генов Nf-kB1 и c-Rel в клетках ИЛФ подвздошной 
кишки крыс
Примечание. Нормализация по методу ΔΔCt с референс-геном GAPDH. Диабет 2, диабет 4 – 2- и 4-недельный ЭСД 
соответственно; диабет 2 + ПФ, диабет 4 + ПФ – после введения пентоксифиллина диабетическим животным.
Figure 6. Relative normalized expression of mRNA of Nf-kB1 and c-Rel genes in rat ileum ILF cells
Note. Normalization by the ΔΔCt method with the GAPDH reference gene. Diabetes 2, diabetes 4 – 2 and 4 week experimental diabetes mellitus, 
respectively; diabetes 2 + PF, diabetes 4 + PF – after the administration of pentoxifylline to a diabetic animal.
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ческими интактными животными (длительность 
ЭСД 2 недели) (рис. 7Д), с сохранением анало-
гичной динамики и на 28-й день – снижение в 3,8 
раза по сравнению с диабетическими интактны-
ми животными (длительность ЭСД 4 недели) 
(рис. 7Е).

Обсуждение
Роль TLRs в развитии СД 1 типа активно дис-

кутируется в целом ряде работ. Так, введение 
новорожденным NOD-мышам бактериальных 
экстрактов способно предотвратить развитие 
СД 1 типа и это напрямую зависит от TLR2- 
и TLR4-зависимой продукции TGF-β [2]. Экс-
прессия TLR2 и TLR4 в моноцитах у пациентов 
с СД1 усилена по сравнению со здоровыми [13], 
а Devaraj S. и соавт. показали, что продукция 
моноцитами TNFα и IL-1β также коррелирует 
с экспрессией TLR2 и TLR4 [6]. У человека наи-
вные CD4+ и CD8+Т-клетки экспрессируют TLR2 
и TLR4 мРНК, однако поверхностная экспрессия 
данных рецепторов в достаточной степени пред-
ставлена только у активированных лимфоцитов. 
Усиление экспрессии TLR2 в CD4+Т-клетках 

может способствовать их поляризации в направ-
лении Th1-фенотипа и активировать продукцию 
IFNγ. Следует отметить, что данный эффект 
в наибольшей степени выражен при сочетанной 
активации TLR2 и TCR [12], однако, если диф-
ференцированные Тh1-клетки рестимулировать 
агонистами TLR2, то для продукции IFNγ и про-
лиферации не будет необходимости в активации 
TCR, но эффект может быть усилен добавлением 
IL-2. Также TLR2 оказывают влияние и на Th17, 
принимая непосредственное участие в их диффе-
ренцировке. Было показано, что CD4+Т-клетки, 
лишенные TLR2, не способны к индукции экс-
периментального аутоиммунного энцефаломи-
елита (EAE) [7]. В то же время активированные 
CD4+Т-клетки через рестимуляцию TLR2 спо-
собны к усилению продукции IL-17 [3]. Кроме 
того, гиперактивация TLR2 способна привести 
к поляризации Treg в сторону клеток с феноти-
пом Th17 и потере супрессорной активности. Та-
ким образом, активация TLR2 представляет со-
бой новый путь в регуляции провоспалительных 
функций Th17-клеток.

Рисунок 7. Относительное нормализованное количество мРНК генов TNFα и TNFr в клетках ИЛФ подвздошной 
кишки крыс
Примечание. Нормализация по методу ΔΔCt с референс-геном GAPDH. Диабет 2, диабет 4 – 2- и 4-недельный ЭСД 
соответственно; диабет 2 + ПФ, диабет 4 + ПФ – после введения пентоксифиллина диабетическим животным.
Figure 7. Relative normalized expression of mRNA of TNFα and TNFr genes in rat ileum ILF cells
Note. Normalization by the ΔΔCt method with the GAPDH reference gene. Diabetes 2, diabetes 4 – 2 and 4 week experimental diabetes mellitus, 
respectively; diabetes 2 + PF, diabetes 4 + PF – after the administration of pentoxifylline to a diabetic animal.
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Усиление сигнализации через TLR4 также 
может контролировать функцию CD4+Т-клеток. 
Так, у TLR4-дефицитных животных, после вве-
дения ЛПС снижается способность к продукции 
CD4+Т-клетками IFNγ, но активируется продук-
ция IL-17 [12]. Zanin-Zhorov A. и соавт. показали, 
что активация TLR4 у человека способна усилить 
миграцию CD4+Т-клеток за счет повышения свя-
зывания фибронектина [30]. In vivo нокаут TLR4 
в CD4+Т-клетках приводит к снижению про-
дукции IFNγ и IL-17 только в месте локализа-
ции воспаления, но не на периферии. Известны 
и противоположные данные, демонстрирующие, 
что делеция гена TLR4 в CD4+Т-клетках приво-
дит к увеличению продукции IFNγ и развитию 
воспаления. Такие различия в описанных данных 
можно объяснить наличием различных лигандов 
TLR в кишечнике по сравнению со стерильным 
микроокружением в ЦНС. То есть в кишечнике 
Т-клетки и TLR, несомненно, имеют непосред-
ственный контакт с микробиотой и стимули-
рующими сигналами от нее, тогда как в ЦНС, 
вероятно, они будут в большей степени реаги-
ровать на сигналы от DAMP (Damage-associated 
molecular pattern molecules).

Обнаруженная нами индукция транскрип-
ционной активности генов Gp2 и Spi-B может 
свидетельствовать о важной роли М-клеток 
в прогрессии диабета. Гликопротеин Gp2, экс-
прессирующийся на апикальной мембране 
М-клеток (ранее считалось, что прерогатива экс-
пресии Gp2 принадлежит ацинарным панкре-
атическим клеткам), взаимодействует с FimH 
компонентом пилей 1 типа, присутствующем 
у представителей комменсальной и патогенной 
флоры (E. coli, S. enterica серовар Typhimurium). 
Антигены, трансцитированные М-клетками, до-
ставляются к незрелым дендритным клеткам, 
а растворимая форма Gp2 опсонизирует бакте-
рии, несущие FimH, что в значительной степе-
ни облегчает процесс трансцитоза [11]. Процесс 
дифференцировки М-клеток из стволовых кле-
ток кишечника во многом зависит от иммунных 
клеток КАЛТ, продуцирующих рецептор акти-
ватора лиганда ядерного фактора kB (RANKL), 
который является одним из членов семейства 
TNF [26]. Это подтверждается тем, что у RANKL-
дефицитных мышей обнаруживается значитель-
ное снижение количества М-клеток, которое 
может быть восстановлено после введения экзо-
генного рекомбинантного RANKL [15]. Кроме 
того, важную роль в поддержании дифферен-
цировки М-клеток играет транскрипционный 
фактор Spi-B, экспрессия которого усиливается 
на ранних стадиях дифференцировки М-клеток. 
Было установлено что у Spi-B-/- мышей не проис-
ходила дифференцировка М-клеток [14], также 

они были дефицитны по нескольким маркерам, 
таким как Gp2, CCL9, M-Sec и Sgen-1, что ука-
зывает на их более позднюю экспрессию. Еще од-
ним эффектом, отмеченным для Spi-B-/- мышей, 
было значительное снижение уровня активации 
специфических Т-клеток. Megan B. Wood и соавт. 
обнаружили, что TNFα усиливает полноценную 
RANKL-зависимую экспрессию генов, участву-
ющих в дифференцировке М-клеток, посред-
ством канонического пути активации NF-kB, но 
не способен к самостоятельной индукции транс-
крипции Spi-B [29].

Обнаруженное в работе усиление транскрип-
ционной активности генов Nf-kB1 и c-Rel в клет-
ках ИЛФ подвздошной кишки крыс способно 
оказывать непосредственное влияние на диффе-
ренцировку лимфоцитов. Так, в Т-лимфоцитах 
гены, кодирующие IL-2 и FoxP3, непосредствен-
но связаны с с-Rel, а с-Rel-зависимая транс-
крипция IL-12 и IL-23 макрофагами и дендрит-
ными клетками критична для дифференцировки 
субпопуляций Т-клеток и осуществления их 
эффекторных функций. В последнее время по-
являются данные о том, что с-Rel играет одну 
из критичных ролей в развитии воспалительных 
заболеваний, таких как колит и эксперимен-
тальный аутоиммунный энцефаломиелит (ЕАЕ). 
Так, у с-Rel-дефицитных мышей, параллельно 
со снижением вероятности развития ЕАЕ, отме-
чены нарушения в пролиферации и дифферен-
цировке Th1 и Th17 [31]. В то же время активация 
с-Rel в DC приводит к экспресии IL-12 и IL-23, 
что положительно влияет на продукцию IL-17 ак-
тивированными CD4+Т-клетками со сдвигом ре-
акции в провоспалительную сторону [18]. Кроме 
того, выключение c-Rel приводит к резистентно-
сти к стрептозотоцин-индуцированному диабету. 
С другой стороны, c-Rel имеет решающее значе-
ние для развития FoxP3-позитивных Treg-клеток, 
которые подавляют активность аутореактивных 
Т-клеток [24].

Полученные нами данные подтверждают важ-
ную роль и TNFα и его рецепторов в прогрессии 
СД 1 типа. Koulmanda M. и соавт. показали [16], 
что введение NOD-мышам ингибиторов про-
дукции TNFα в неонатальный период приво-
дит к предупреждению старта СД 1 типа, однако 
системное применение нетоксичных доз TNFα 
самкам NOD-мышей до 24 дня жизни приводит 
к увеличению числа случаев СД 1 типа. Вместе 
с тем введение TNFα в более позднем возрасте 
способно привести к задержке старта и снижению 
заболеваемости СД 1 типа. Все это свидетельству-
ет о том, что TNFα, наряду с другими фактора-
ми, способен осуществлять как положительную, 
так и отрицательную регулировку толерантности 
периферических Т-лимфоцитов к аутоантиге-
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нам, в том числе к антигенам β-клеток островков. 
Кроме описанного выше эффекта, anti-TNFα-
терапия имеет дополнительный терапевтический 
эффект – восстановление чувствительности к ин-
сулину. Liu C. и соавт. показали, что у пациентов 
с ревматоидным артритом на фоне назначения 
МКАТ к TNFα наблюдается снижение уровня 
Th1, Th17 IFNγ-продуцирующих CD8+T-клеток, 
а уровень Treg-клеток возрастает, что может гово-
рить о снижении количества провоспалительных 
Th17-клеток на фоне усиления продукции IFNγ 
и увеличения количества Treg. Однако, несмо-
тря на многочисленные положительные эффек-
ты, использование МКАТ к TNFα может стать 
индуктором развития инфекционной патологии 
(туберкулез, пневмония и сепсис), реактивации 
латентной инфекции, а также нарушения нор-
мального морфогенеза КАЛТ. Именно поэтому 
все более интересными становятся менее агрес-
сивные блокаторы TNFα, например пентокси-
филлин (PTX). PTX – это ингибитор фосфоди-
эстераз (ИФДЭ), который увеличивает уровень 
цАМФ, угнетает активацию NF-kB и транс-
крипцию гена TNFα [17]. Данные, полученные 
в ходе нашего эксперимента, совпадают с ре-
зультатами других авторов, что IFNγ/TNFα/NO-
индуцированный апоптоз β-клеток значительно 
ослаблен на фоне введения PTX. Visser J. и соавт. 
показали, что эффект от введения PTX в значи-
тельной мере зависит от сроков использования 
препарата. Так, если DP-BB (Diabetes-prone Bio 
Breeding) крысам вводили PTX в течение 2 меся-
цев, то развития патологии практически не про-
исходило, а у DR-BB (Diabetes-resistant) наблюда-

лась лишь задержка старта развития СД. В обеих 
линиях ВВ-крыс введение PTX результировалось 
в ингибировании продукции TNFα [28].

Выводы
1. Развитие диабета сопровождалось сниже-

нием количества TLR2+ и TLR4+ лимфоцитов 
в СПСОВ и ИЛФ подвздошной кишки крыс, при 
этом плотность TLR2 на мембране иммунопози-
тивных клеток увеличивалась у малых, а TLR4 – 
у средних и малых лимфоцитов.

2. Введение ПФ диабетическим крысам 
приводило к снижению числа TLR2+ клеток 
на 2-й неделе и увеличению данного показателя 
на 4-й неделе развития патологии, суммарная 
плотностьTLR4+ клеток демонстрировала дина-
мику к росту только в СПСОВ. Изменения плот-
ности TLR2 иTLR4 на поверхности лимфоцитов 
носили разнонаправленный характер.

3. Диабет вызывал транскрипционную индук-
цию генов Nf-kB1 и c-Rel в клетках КАЛТ, тогда 
как введение ПФ снижало уровень экспресcии 
мРНК Nf-kB1 и увеличивало мРНК c-Rel.

4. Отмечен рост нормализованной экспрес-
сии маркеров М-клеток Gp2 и Spi-B в ходе раз-
вития экспериментальной патологии. Введение 
ПФ приводило к разнонаправленным эффектам 
на интенсивность экспрессии мРНК Gp2 в зави-
симости от срока развития диабета и не влияло 
на уровень мРНК Spi-B.

5. Развитие ЭСД приводило к транскрипцион-
ной активации генов TNFα и TNFr и демонстри-
ровало динамику к снижению этого показателя 
на фоне введения ПФ диабетическим животным.
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ВЛИЯНИЕ ДЕКСАМЕТАЗОН-МОДИФИЦИРОВАННЫХ 
ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК, ГЕНЕРИРОВАННЫХ С IFNα, 
НА ФУНКЦИИ АУТОЛОГИЧНЫХ Т-ЛИМФОЦИТОВ 
У БОЛЬНЫХ РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ
Курочкина Ю.Д., Тыринова Т.В., Леплина О.Ю., Тихонова М.А., 
Сизиков А.Э., Сулутьян А.Э., Чумасова О.А., Останин А.А., 
Черных Е.Р.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Дендритные клетки (ДК) играют ключевую роль в поддержании периферической толе-
рантности лимфоцитов к аутоантигенам. Восстановление иммунологической толерантности при 
ауто иммунных заболеваниях, в частности при ревматоидном артрите (РА), рассматривается в каче-
стве новой стратегии лечения. Целью настоящей работы являлось исследование влияния дексамета-
зон-модифицированных ДК, генерируемых у больных РА из моноцитов в присутствии IFNα (ДКдекс), 
на аутологичные Т-лимфоциты в смешанной культуре лейкоцитов (ауто-СКЛ) и изучение возмож-
ных механизмов толерогенного эффекта ДКдекс на аутореактивные Т-клетки. Установлено, что ДКдекс 
больных РА индуцируют состояние гипореактивности Т-лимфоцитов в ауто-СКЛ. Гипореактивность 
Т-клеток ассоциирована с блокированием клеточного цикла CD4+Т-лимфоцитов и снижением про-
дукции IFNγ, IL-17, IL-4 и IL-13, что свидетельствует об индукции анергии CD4+Т-клеток. При 
этом ингибиция Th1/Th17 была более выраженная, чем супрессия Th2-клеток, продуцирующих IL-4 
и IL- 13. Наряду с анергией Т-клеток, снижение пролиферативного ответа в ауто-СКЛ ассоциировано 
с усилением апоптоза CD3+Т-лимфоцитов. Кроме того, ДКдекс  больных РА подавляют пролифера-
цию аутологичных Т-клеток, стимулированных контрольными ДК. Данный эффект сопряжен с воз-
растанием в ауто-СКЛ CD4+Т-клеток, секретирующих IL-10, и свидетельствует о способности ДКдекс 
индуцировать конверсию CD4+Т-лимфоцитов в регуляторные Т-клетки (Tr1). Полученные данные 
характеризуют новый тип толерогенных ДК, генерированных из моноцитов крови больных РА в при-
сутствии интерферона-альфа и модифицированных дексаметазоном (ДКдекс ), и раскрывают механиз-
мы толерогенного действия ДКдекс  на Т-клетки, распознающие собственные антигены в ауто-СКЛ. 

Ключевые слова: дендритные клетки, интерферон-α, дексаметазон, ауто-СКЛ, апоптоз, анергия, цитокины, Tr1, 
ревматоидный артрит
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INFLUENCE OF DEXAMETHASONE-MODIFIED DENDRITIC 
CELLS GENERATED WITH IFNα UPON AUTOLOGOUS 
T LYMPHOCYTE FUNCTIONS IN THE PATIENTS WITH 
RHEUMATOID ARTHRITIS
Kurochkina Yu.D., Tyrinova T.V., Leplina O.Yu., Tikhonova M.A., 
Sizikov A.E., Sulutian A.E., Chumasova O.A.,  Ostanin A.A., 
Chernykh E.R.
Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Dendritic cells (DCs) play a key role in maintaining the peripheral tolerance of lymphocytes 
to autoantigens. Recovery of immunological tolerance in autoimmune diseases, particularly, in rheumatoid 
arthritis (RA) is considered a new therapeutic strategy. The aim of this work was to study the effect of 
dexamethasone-modified DCs generated from monocytes of RA patients in the presence of IFNα (DCsDex), 
upon autologous T lymphocytes in mixed leukocyte culture (auto-MLC), and to investigate possible 
mechanisms of the DCsdex tolerogenic effect upon autoreactive T cells. We have shown, that DCsDex from 
RA patients induce T cell hyporeactivity in auto-MLC. Hyporeactivity of T cells is associated with cell cycle 
blockage in CD4+T lymphocytes and decreased IFNγ, IL-17, IL-4 and IL-13 production, which indicates 
the induction of CD4+T cell anergy. In this case, inhibition of Th1/Th17 has been more pronounced than 
the suppression of Th2 cells producing IL-4 and IL-13. Along with T cell anergy, the decrease of proliferative 
response in auto-MLC is associated with increased CD3+T lymphocyte apoptosis. In addition, the DCsDex of 
RA patients suppresses the proliferation of autologous T cells stimulated by unmodified DCs. This effect is 
associated with enhancement of IL-10-producing CD4+T cells in the auto-MLC, thus being indicative for an 
ability of DCsDex to induce conversion of CD4+T lymphocytes into regulatory T cells (Tr1). The data obtained 
characterize a new type of tolerogenic DCs, generated from blood monocytes of RA patients in the presence 
of IFNα and modified by dexamethasone, thus revealing a mechanism for tolerogenic effect of DCsDex upon 
T cells that recognize self-antigens in auto-MLC.

Keywords: dendritic cells, interferon-α, dexamethasone, auto-MLC, apoptosis, anergy, cytokines, Tr1, rheumatoid arthritis

Введение
Дендритные клетки (ДК) играют ключевую 

роль как в запуске иммунного ответа, так и в под-
держании периферической толерантности лим-
фоцитов к аутоантигенам. ДК с толерогенными 
свойствами характеризуются сниженной кости-
муляторной активностью, противовоспалитель-
ным профилем секретируемых цитокинов и спо-
собны индуцировать клональную деплецию и/
или анергию аутореактивных Т-клеток, а также 
стимулировать дифференцировку и пролифера-
цию регуляторных Т-клеток (Тreg) [10, 23].

Восстановление иммунологической толе-
рантности рассматривается сегодня в качестве 
новой стратегии лечения аутоиммунных заболе-
ваний, в том числе ревматоидного артрита (РА). 
РА представляет аутоиммунный воспалительный 
процесс, характеризующийся повреждением си-
новиальной и костной ткани суставов, развитие 

которого связывают со срывом иммунологиче-
ской толерантности, в частности с дефектом регу-
ляторных Т-клеток и инфильтрацией синовиаль-
ной оболочки аутореактивными Т-лимфоцитами, 
продуцирующими IFNγ и IL-17 [8]. Современное 
лечение РА сводится к продолжительной неспец-
ифической иммуносупрессивной терапии, кото-
рая, хотя и подавляет воспалительный процесс, 
не обладает длительным эффектом и повыша-
ет риск развития серьезных побочных реакций 
в виде инфекционных осложнений и опухоле-
вого роста [14]. С этой точки зрения использо-
вание толерогенных ДК (тДК) для подавления 
аутореактивных Т-клеток представляется более 
безопасным и целенаправленным воздействи-
ем. Экспериментальные исследования показали 
эффективность тДК в моделях артрита [16, 28] 
и послужили основанием для клинической апро-
бации тДК [23, 27]. В этой связи вопросам фар-
макологической модуляции ДК и разработке оп-
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тимальных протоколов получения тДК уделяется 
особое внимание.

В клинических исследованиях ДК традицион-
но получают путем культивирования моноцитов 
в присутствии GM-CSF и IL-4 (так называемые 
IL-4-ДК). При этом в качестве индукторов то-
лерогенной активности ДК часто используют 
глюкокортикоиды, широко применяемые в ле-
чении аутоиммунных заболеваний [15, 16]. В ис-
следованиях in vitro показано, что дексаметазон 
ингибирует созревание ДК, обуславливая сниже-
ние экспрессии антигенпрезентирующих и ко-
стимуляторных молекул и усиление экспрессии 
ко-ингибиторных молекул; подавляет продук-
цию ДК провоспалительных цитокинов и уси-
ливает секрецию противовоспалительных меди-
аторов, а также усиливает экспрессию молекулы 
GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper), спо-
собствующей генерации CD25+FoxP3+ и IL-10-
продуцирующих Treg [5, 21].

Генерация ДК in vitro происходит также при 
замене IL-4 на интерферон-альфа (IFNα), явля-
ющийся мощным индуктором дифференциров-
ки моноцитов в ДК. Полученные в присутствии 
IFNα ДК (IFN-ДК) в отличие от IL-4-ДК обла-
дают более высокой миграционной и проапопто-
генной активностью и после активации сохраня-
ют менее зрелый фенотип [13, 19], представляя 
интерес в качестве новой клеточной платформы 
для генерации тДК. Ранее нами было показано, 
что дексаметазон-модифицированные IFN-ДК 
(IFN-ДКдекс) здоровых доноров обладают толе-
рогенными свойствами, в частности характери-
зуются низкой аллостимуляторной активностью, 
что коррелирует с незрелым фенотипом и повы-
шенной экспрессией TLR-2 на IFN-ДКдекс [1]. 

Настоящая работа посвящена исследованию 
влияния IFN-ДКдекс больных РА на аутологичные 
Т-лимфоциты, функции которых в условиях ау-
тоиммунной патологии и проводимого лечения 
могут быть существенно изменены, и изучению 
возможных механизмов толерогенного эффекта 
IFN-ДКдекс на аутореактивные Т-клетки. 

Материалы и методы
В исследование было включено 29 больных 

с РА, диагностированным в соответствии с кри-
териями Американской коллегии ревматологов 
(ACR/EULAR, 2010 г.). Все пациенты имели дав-
ность заболевания более года, характеризовались 
умеренной или высокой степенью активности 
заболевания (DAS 28 > 3,1) и получали терапию 
стандартными болезнь-модифицирующими пре-
паратами (метотрексат, лефлуномид, сульфаса-
лазин) в виде монотерапии или в комбинации. 

Забор крови и все иммунологические исследо-
вания проводили после получения письменного 
информированного согласия.

Генерация ДК
Венозную кровь забирали в вакутейнерные 

пробирки с гепарином (Becton & Dickinson). 
Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли мето-
дом градиентного центрифугирования на фикол-
ле-верографине и инкубировали в 6-луночных 
пластиковых планшетах (Nunclon, Дания) в те-
чение 60 мин в среде RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), 
дополненной 0,3 мг/мл L-глютамина, 5 мМ 
HEPES-буфера, 100 мкг/мл гентамицина и 2,5% 
сыворотки плодов коровы (FCS, БиолоТ, Санкт-
Петербург). Неприлипающую фракцию МНК 
далее удаляли, а фракцию адгезивных клеток 
(> 90% CD14+ моноциты) культивировали в те-
чение 5 сут. при 37 °С в СО2-инкубаторе в пол-
ной культуральной среде в присутствии GM-CSF 
(40 нг/мл, Sigma-Aldrich) и IFNα (1000 Ед/ мл, 
Роферон-А, Roche, Швейцария). Созрева-
ние ДК индуцировали LPS (LPS, 10 мкг/мл,  
LPS Е. coli 0114:B4, Sigma-Aldrich), который 
вносили на 4 сут. Для индукции толерогенной 
активности на 3 сут. в культуры ДК добавляли 
дексаметазон (10-

 
6 M). Контролем служили ДК, 

генерируемые в отсутствие дексаметазона. 
Фенотипический анализ ДК проводили мето-

дом проточной цитофлуориметрии (FACSCalibur, 
BectonDickinson, США) с использованием FITS- 
или PE-меченных моноклональных анти-CD14, 
-CD83, -CD86, -HLA-DR, -TLR-2, -B7H1 анти-
тел (BD PharMingen, США). Экспрессию поверх-
ностных маркеров оценивали по относительному 
количеству позитивных клеток.

Аутологичная смешанная культура лейкоцитов 
(ауто-СКЛ)

IFN-ДК больных РА, генерированные в от-
сутствие (ДКк) или присутствии дексаметазона 
(ДКдекс), культивировали с аутологичными МНК 
(0,1 × 106/лунку) в 96-луночных круглодонных 
планшетах в среде RPMI-1640, дополненной 
10% инактивированной сыворотки крови АВ (IV) 
группы при 37 °С в СО2-инкубаторе в соотноше-
нии ДК:МНК = 1:10. В отдельной серии экспери-
ментов оценивали способность ДКдекс подавлять 
пролиферативный ответ аутологичных Т-клеток, 
индуцированный контрольными ДК. В этом слу-
чае в культуры МНК (0,1 × 106/лунку) больных РА 
одновременно добавляли ДКк и ДКдекс в соотно-
шении ДК:МНК = 1:10 для каждого типа ДК. 

Пролиферативный ответ в ауто-СКЛ оцени-
вали на 5 сут. радиометрически по включению 
3H-тимидина (1 мкКю/лунку), вносимого за 18 ч 
до окончания культивирования. Стимуляторную 
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активность ДК выражали в виде индекса влия-
ния (ИВ), который рассчитывали как отношение 
пролиферативного ответа в ауто-СКЛ к уровню 
спонтанной пролиферации МНК. 

Клеточный цикл CD3+CD4+Т-лимфоцитов оце-
нивали методом трехцветной проточной цитоме-
трии. Для этого 25 мкл МНК (1,0 × 106) инкубиро-
вали в течение 45 мин при 4 °С в темноте с 5 мкл 
FITC-коньюгированных анти-CD3-антител и 
5 мкл PE-коньюгированных анти-CD4 антител. 
После однократной отмывки клетки фиксирова-
ли 0,5% раствором парафармальдегида, центри-
фугировали и метили 7-амино-актиномицином D 
(7-AAD, Calbiochem, Германия) в конечной кон-
центрации 2 мкг/мл. Относительное содержание 
клеток с диплоидным (клетки в G0/ G1-фазах 
клеточного цикла) и гипердиплоидным (клетки 
в S/ G2/M-фазах клеточного цикла) набором ДНК 
определяли в гейте CD3+CD4+Т-лимфоцитов. 
Результаты выражали в виде процентного соот-
ношения позитивных клеток к общему количе-
ству CD3+CD4+Т-лимфоцитов. 

Уровень апоптоза оценивали с помощью окра-
ски аннексином (An) и пропидиумом иодидом 
(Pi), используя коммерческую тест-систему BD 
PharmingenTM. Количество клеток в стадии ран-
него и позднего апоптоза определяли в гейте 
CD3+Т-лимфоцитов, соответственно, по содер-
жанию An+Pi- и An+Pi+ клеток. 

Продукцию Th1 (IFNγ), Th2 (IL-4, IL-13) 
и Th17 (IL-17) цитокинов оценивали в 5-суточных 
супернатантах ауто-СКЛ методом мультиплекс-
ного протеомного анализа (Bio-Plex Protein Assay 
System, Bio-Rad, США) в соответствии с ин-
струкцией фирмы-производителя.

Регуляторные Т-клетки оценивали по со-
держанию CD4+CD25+FoxP3+T-клеток (Тreg) 
и CD4+IL10+ (Tr-1) клеток методом проточ-
ной цитометрии, используя анти-CD4 (PerCP 
или APC), анти-CD25 (FITC), анти-FoxP3 (PE), 
анти-IL-10 моноклональные антитела (BD 
Biosciences, США). Фиксацию и пермеабилиза-
цию МНК для оценки внутриклеточной экспрес-
сии FoxP3 и IL-10 проводили после инкубации 
клеток с моноклональными антителами против 
поверхностных антигенов; использовали ком-
мерческий набор растворов для фиксации/пер-
меабилизации Transcription Factor Buffer Set в со-
ответствии с инструкцией производителя (BD 
Biosciences, США). 

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с использованием пакета про-
грамм Statistica 6.0. Данные представлены в виде 
медианных значений (Ме) и интерквартильного 
диапазона (Q0,25-Q0,75). Для выявления значимых 

различий сравниваемых показателей использо-
вали непараметрические критерии: U-критерий 
Манна–Уитни, парный W-критерий Вилкоксо-
на, парный критерий знаков. 

Результаты
Фенотипический анализ IFN-ДК, генерируе-

мых у больных РА (рис. 1), выявил ряд различий 
с ДК здоровых доноров. IFN-ДК пациентов ха-
рактеризовались более высоким содержанием 
CD14+ клеток и меньшей долей СD83+ клеток, 
то есть являлись менее зрелыми. Кроме того, 
IFN-ДК больных РА отличались повышенным 
содержанием клеток, экспрессирующих TLR- 2 
и B7-H1 (PD-1L). Генерация IFN-ДК пациен-
тов в присутствии дексаметазона сопровожда-
лась усилением фенотипических признаков не-
зрелости ДК (возрастанием экспрессии СD14 
и уменьшением СD83), снижением экспрессии 
костимуляторных молекул (СD86) и усилением 
экспрессии TLR2. 

Одной из важных функциональных харак-
теристик ДК является их способность индуци-
ровать пролиферацию Т-лимфоцитов в СКЛ. 
Стимуляторную активность ДК в СКЛ можно 
рассматривать в качестве интегрального показа-
теля, поскольку она детерминируется экспресси-
ей антигенпрезентирующих, костимуляторных 
и коингибиторных молекул, а также балансом 
продукции про- и противовоспалительных ци-
токинов, и ее снижение является характерным 
признаком тДК. Поскольку задачей настояще-
го исследования являлось изучение влияния 
IFN-ДКдекс на функции аутологичных Т-клеток 
больных РА, в качестве витральной модели ис-
пользовали ауто-СКЛ, в которой Т-лимфоциты 
пролиферируют в ответ на собственные антигены, 
презентируемые ДК. Из данных таблицы 1 вид-
но, что уровень пролиферации Т-клеток в при-
сутствии ДКдекс был значительно ниже, чем при 
стимуляции контрольными ДК. Индексы влия-
ния ДК снижались в среднем с 6,0 до 1,9 расч. ед. 
(pW = 0,005; n = 17), то есть практически в 3 раза 
после модификации IFN-ДК дексаметазоном. 
Таким образом, ДКдекс у больных РА индуцирова-
ли состояние гипореактивности Т-клеток, отве-
чающих в ауто-СКЛ. 

Поскольку снижение реактивности Т-клеток 
могло быть обусловлено индукцией Т-клеточной 
анергии, исследовали клеточный цикл СD4+Т-
лимфоцитов. Доля пролиферирующих СD4+Т-
клеток (в S/G2+М-фазах клеточного цикла) 
в культурах, стимулированных ДКдекс, была 
достоверно ниже, а содержание покоящихся 
СD4+Т-клеток (в G0/G1-фазах клеточного цик-



839

Влияние ДКдекс на функции аутологичных Т-клеток у больных РА
Effect of DCsDex on autologous T cell functions in RA patients2019, Vol. 21,  5

2019, Т. 21, № 5

ла) выше, чем при стимуляции контрольными 
ДК. Как следствие, соотношение покоящихся/
пролиферирующих СD4+Т-клеток в ауто-СКЛ 
в присутствии ДКдекс более чем в 5 раз превышало 
значения контрольных культур (13,7 против 2,5 
расч. ед. соответственно; pW = 0,028; n = 6). 

Другой механизм снижения Т-клеточной ре-
активности мог быть связан со способностью 
ДКдекс индуцировать гибель Т-лимфоцитов. Поэ-
тому далее исследовали уровень апоптоза CD3+Т-
клеток в ауто-СКЛ, оценка которого включала 
определение общего количества апоптотических 
клеток (An+), а также клеток в стадии раннего 
(An+Pi-) и позднего (An+Pi+) апоптоза. Стиму-
ляция МНК контрольными ДК сопровождалась 
возрастанием доли апоптотических Т-клеток, яв-
ляясь отражением активационно-индуцирован-
ного апоптоза. Однако в присутствии ДКдекс отно-
сительное содержание апоптотических Т-клеток 
было достоверно выше. При этом усиление апоп-
тоза было обусловлено преимущественно за счет 
прироста CD3+Т-клеток в стадии позднего апоп-
тоза. Таким образом, гипореактивность Т-клеток 

больных РА в ауто-СКЛ при стимуляции декса-
метазон-модифицированными ДК была обуслов-
лена как индукцией анергии, так и усилением 
апоптоза аутореактивных Т-лимфоцитов. 

Известно, что Т-клетки в состоянии анергии 
характеризуются не только низкой пролифера-
тивной активностью, но и угнетением цитокин-
секреторной функции. Чтобы выяснить, какие 
субпопуляции CD4+T-лимфоцитов подвержены 
анергии, оценили содержание Th1 (IFNγ), Th17 
(IL-17) и Th2 (IL-4, IL-13) цитокинов в 5-суточ-
ных супернатантах ауто-СКЛ. Из данных табли-
цы 2 видно, что ДКдекс больных РА в наибольшей 
степени подавляли продукцию IFNγ и IL-17, 
тогда как снижение синтеза IL-4 и IL- 13 было 
менее выраженным, хотя и статистически до-
стоверным. Таким образом, по сравнению с Th2-
клетками Th1 и Th17 Т-лимфоциты были более 
чувствительны супрессорному влиянию со сто-
роны ДКдекс. Различный эффект ДКдекс на Th1- 
и Th2-клетки проявлялся снижением индексов 
соотношения IFNγ/IL-4 и IFNγ/IL-13 с 30 (IQR 
15,3-89,5) до 17,8 (IQR 1,5-26,6; р = 0,024) и с 19,4 

Рисунок 1. Фенотип IFN-ДК здоровых доноров (n = 13) и больных РА (n = 10)
Примечание. Данные представлены в виде медиан (сплошная горизонтальная линия), интерквартильного и min-max диапазона. 
На диаграммах показано относительное содержание CD14+, CD83+, HLA-DR+, CD86+, B7-H1+ и TLR-2+ клеток в популяции IFN-ДК, 
генерированных в отсутствие (ДКк) или в присутствии 10-6M дексаметазона (ДКдекс). * – p < 0,05, парный критерий знаков.
Figure 1. IFN-DCs phenotype in healthy donors (n = 13) and RA patients (n = 10)
Note. Data are presented as medians (solid horizontal line), interquartile and min-max range. Diagrams show the percentage of CD14+, CD83+, 
HLA-DR+, CD86+, B7-H1+ and TLR-2+ cells in the IFN-DCs population, generated without or with 10-6M dexamethasone (DCsc and DCsDex 
respectively). *, p < 0.05, Sign-test.
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ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ ДКдекс БОЛЬНЫХ РА НА ПРОЛИФЕРАТИВНЫЙ ОТВЕТ, КЛЕТОЧНЫЙ ЦИКЛ И УРОВЕНЬ 
АПОПТОЗА Т-КЛЕТОК В АУТО-СКЛ
TABLE 1. INFLUENCE OF DCsDex OF RA PATIENTS ON T CELL PROLIFERATIVE RESPONSE, CELL CYCLE AND APOPTOSIS 
LEVEL IN AUTO-MLC

Параметры
Parameters

МНК
MNC

Aуто-СКЛ
Auto-MLC PW+ ДКк

+ DCsc

+ ДКдекс
+ DCsDex

Пролиферация (имп/мин)
Proliferation (cpm)
n = 17

2340 
(400-3380)

10550 
(7250-15900)

4690 
(1070-8350) 0,005

Индекс влияния ДК
Index of influence of DCs − 6,0

(4,3-18,6)
1,9

(1,4-4,2) 0,005

Клеточный цикл (%)
Cell cycle (%)
n = 6
CD4+Т-клетки в G0/G1
CD4+Т cells in G0/G1 − 64

(56-87)
82

(82-86) 0,1

CD4+Т-клетки в S/G2+M 
CD4+Т cells in S/G2+M − 22,5

(6-30)
6,5
(4-8) 0,028

Соотношение клеток в G0/G1 и S/G2/M 
Ratio G0/G1 and S/G2+M − 2,5

(2,2-14,5)
13,7

(10,3-20,5) 0,028

Апоптоз Т-клеток (%)
T cell apoptosis (%)
n = 7
СD3+An+ 9 (7-15) 22 (12-27) 27,5 (17-33) 0,017
СD3+An+Pr- 7 (6-8) 11 (10-11) 12,5 (10-14) 0,028
СD3+An+Pr+ 2 (1-7) 11 (2-12) 17 (5-22) 0,018

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (в скобках). IFN-ДК больных 
РА, генерированные в отсутствие (ДКк) или присутствии дексаметазона (ДКдекс), культивировали с аутологичными 
МНК в соотношении 1:10. Пролиферацию оценивали на 5 сут., клеточный цикл и уровень апоптоза – через 48 ч. PW – 
достоверность различий эффекта ДКдекс по сравнению с контрольными ДК (W-критерий Вилкоксона).
Note. Data are presented as median and interquartile range (in brackets). IFN-DCs of RA patients generated without or with 
dexamethasone (DCsC and DCsDex respectively) were culturing with autologous MNC as 1:10. Proliferation was assessed on day 5, 
cell cycle and apoptosis level – after 48 hours. PW, the significance of differences of DCsDex compared with DCsC (Wilcoxon Matched 
Pairs Test).

Рисунок 2. Супрессорный эффект ДКдекс на проли-
ферацию Т-клеток в ауто-СКЛ индуцированной ДКк 
Примечание. Данные представлены в виде медиан (сплошная 
горизонтальная линия), интерквартильного и min-max 
диапазона. * – pW = 0,028 (W-критерий Вилкоксона).
Figure 2. Suppressive effect of DCsDex on T cell proliferation in 
auto-MLC induced by DCsc

Note. Data are presented as medians (solid horizontal line), 
interquartile and min-max range. *, pW = 0.028 (Wilcoxon Matched 
Pairs Test). 
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(IQR 12-34) до 13 (IQR 6-18; р = 0,025) соответ-
ственно. 

Гипореактивность Т-клеток больных РА 
в ауто-СКЛ могла быть связана не только с ин-
дукцией апоптоза/анергии, но также и с супрес-
сорным эффектом дексаметазон-модифициро-
ванных ДК. Для проверки этого предположения 
исследовали способность ДКдекс подавлять про-
лиферативный ответ Т-клеток в ауто-СКЛ, инду-
цированной контрольными ДК. Действительно 
(рис. 2), в присутствии ДКдекс пролиферативная 
активность Т-лимфоцитов, стимулированных 
ДКк, снижалась в среднем на 30% (IQR 25-40; 
pW = 0,028; n = 6). 

Чтобы выяснить, связан ли супрессорный эф-
фект ДКдекс с индукцией регуляторных Т-клеток, 
исследовали содержание CD4+CD25+FoxP3+Тreg 
и IL-10-продуцирующих Т-лимфоцитов (Tr1) 
в ауто-СКЛ (табл. 3). Относительное количество 
CD4+CD25+FoxP3+Тreg в культурах, стимули-
рованных ДКк и ДКдекс, было достоверно выше, 
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ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ ДКдекс БОЛЬНЫХ РА НА ПРОДУКЦИЮ Th1 (IFNγ), Th17 (IL-17) И Th2 (IL-4, IL-13) ЦИТОКИНОВ 
В АУТО-СКЛ
TABLE 2. INFLUENCE OF DCsDex OF RA PATIENTS ON Th1 (IFNγ), Th17 (IL-17) AND Th2 (IL-4, IL-13) CYTOKINE PRODUCTION 
IN AUTO-MLC

Цитокины (пг/мл)
Cytokines (pg/ml)

Aуто-СКЛ
Auto-MLC

PW

Cупрессия
Suppression

%+ ДКк
+ DCsc

+ ДКдекс
+ DCsDex

IFNγ 1120
(834-8620)

660
(330-900) 0,017 85 (40-96)

IL-17 460
(355-610)

150
(140-260) 0,027 60 (57-72)

IL-4 49
(39-54)

37
(29-45) 0,04 42 (26-67)

IL-13 78
(62-199)

52
(44-58) 0,011 14 (11-39)

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (в скобках). IFN-ДК больных РА 
(n = 8), генерированные в отсутствие (ДКк) или присутствии дексаметазона (ДКдекс), культивировали с аутологичными 
МНК в соотношении 1:10. Продукцию цитокинов оценивали на 5 сут. PW – достоверность различий эффекта ДКдекс 
по сравнению с контрольными ДК (W-критерий Вилкоксона).  
Процент супрессии рассчитывали по формуле: 100% - (ДКдекс × 100/ДКк).
Note. Data are presented as median and interquartile range (in brackets). IFN-DCs of RA patients (n = 8) generated without or with 
dexamethasone (DCsc and DCsDex respectively) were culturing with autologous MNC as 1:10. Cytokine production was assessed on 
day 5. PW, the significance of differences of DCsDex compared with DCsc (Wilcoxon Matched Pairs Test).  
The percentage of suppression was calculated as 100% - (DCsDex × 100/ DCsc).

чем среди интактных МНК, однако значимо 
не различалось. Стимуляция МНК ДКдекс также 
сопровождалась значимым возрастанием доли 
CD4+IL10+Т-клеток. Но в этом случае относи-
тельное содержание CD4+IL10+Тr1 было досто-
верно выше, чем при стимуляции контрольными 
ДК. Таким образом, супрессорная активность 
ДКдекс в ауто-СКЛ была сопряжена с индукцией 
IL-10-продуцирующих СD4+Т-клеток. 

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют, 

что дексаметазон-модифицированные ДК, ге-
нерируемые у больных РА из моноцитов в при-
сутствии IFNα, обладают толерогенным эффек-
том и индуцируют состояние гипореактивности 
Т-лимфоцитов в ауто-СКЛ. Гипореактивность 
Т-клеток ассоциирована с блокированием кле-
точного цикла в популяции CD4+Т-лимфоцитов 
и угнетением продукции Th1 (IFNγ), Th17 (IL- 17) 
и Th2 (IL-13 и IL-4) цитокинов, что свидетель-
ствует об индукции анергии CD4+Т-клеток. При 
этом более выраженная ингибиция синтеза IFNγ 
и IL-17 указывает на большую подверженность 
анергии Th1- и Th17-клеток. Снижение пролифе-
ративного ответа в ауто-СКЛ ассоциировано так-
же с усилением апоптоза Т-лимфоцитов. Кроме 
того, ДКдекс больных РА обладают супрессорным 
эффектом, в частности подавляют пролифера-

цию аутологичных Т-клеток, стимулированных 
контрольными ДК. Данный эффект сопряжен 
с возрастанием в ауто-СКЛ доли CD4+Т-клеток, 
секретирующих IL-10, и свидетельствует о спо-
собности ДКдекс индуцировать конверсию CD4+Т-
лимфоцитов в регуляторные Т-клетки (Tr1). 

Дексаметазон, широко используемый в кли-
нической практике, оказывает ингибирующий 
эффект на созревание и функции ДК in vitro и in 
vivo, что обосновывает возможность его приме-
нения для генерации тДК [11, 24, 36]. Влияние 
дексаметазона на свойства ДК у человека наи-
более хорошо исследовано в отношении IL-4- ДК 
здоровых доноров, а механизмы подавления 
Т-клеточных функций – в алло-СКЛ [35]. По-
казано, что дексаметазон-модифицированные 
IL-4-ДК обладают толерогенным фенотипом 
(сниженной экспрессией костимуляторных мо-
лекул и повышенным уровнем коингибитор-
ных молекул) и сниженной продукцией провос-
палительных цитокинов, а их ингибирующий 
эффект на Т-лимфоциты связан с индукцией 
анергии и генерацией IL-10-секретирующих 
СD4+T-клеток [4, 24, 30, 36]. Garcia-Gonzalez P.A. 
и соавт., используя 5-дневный протокол гене-
рации IL-4-ДК в присутствии дексаметазона 
и активации ДК в последние 24 часа монофос-
форил-липидом А, показали возможность полу-
чения тДК у больных РА [11]. Генерируемые ДК 
характеризовались сниженной экспрессией ко-
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стимуляторных молекул, высоким соотношени-
ем продуцируемых IL-10/IL-12, а также индуци-
ровали гипореактивность Т-клеток, отвечающих 
в ауто-СКЛ и распознающих синовиальные ан-
тигены, хотя снижение пролиферативного отве-
та в ауто-СКЛ не было статистически значимым. 
Hilkens C.M. и Isaacs J.D. продемонстрировали 
возможность получения тДК у больных РА при 
использовании 7-дневного протокола генерации 
IL-4-ДК. Дексаметазон-индуцированные тДК 
больных были сравнимы с тДК здоровых доно-
ров, характеризовались сниженной экспрессией 
костимуляторных молекул и продукцией провос-
палительных цитокинов, низкой способностью 
стимулировать антиген-специфический ответ 
аутологичных Т-клеток и наличием супрессор-
ной активности [16]. Однако авторы не выявили 
ингибирующего эффекта тДК в ауто-СКЛ.

Новизна полученных в настоящей работе ре-
зультатов заключается в том, что нами впервые 
охарактеризованы механизмы ингибирующего 
действия тДК, полученных на платформе IFNα-
индуцированных ДК, причем эффекты этих 
клеток исследованы у больных РА в ауто-СКЛ. 
Ауто-СКЛ является хорошо известным витраль-
ным подходом, отражающим пролиферацию 
Т-лимфоцитов в ответ на стимуляцию аутоло-
гичными не-Т-клетками, среди которых наи-
более эффективными стимуляторами являются 
ДК [18, 31]. Хотя доминирующей субпопуляцией 
отвечающих клеток считаются CD4+CD45RA+T-
лимфоциты [17], наивные CD8+Т-клетки также 
пролиферируют в ауто-СКЛ [12]. Предполагает-
ся, что пролиферации подвержены Т-лимфоциты 

с низкоаффинными Т-клеточными рецепто-
рами, распознающими собственные антигены 
MHC в комплексе с аутологичными пептидами 
или модифицированными каспазами нуклео-
гистонами апоптотических клеток [3, 29]. Дан-
ная реакция направлена на поддержание пула 
наивных Т-клеток и является отражением го-
меостатической пролиферации Т-лимфоцитов 
in vivo [29]. Однако, поскольку пролиферирую-
щие Т-клетки распознают собственные анти-
гены, то их накопление препятствует поддержа-
нию Т-клеточной толерантности. Учитывая, что 
CD4+Т-лимфоциты больных РА подвержены го-
меостатической пролиферации [33], выявленный 
нами ингибирующий эффект ДКдекс в ауто-СКЛ 
у больных РА свидетельствует о способности 
этих клеток ограничивать репликацию ауторе-
активных Т-лимфоцитов и, возможно, участво-
вать в негативной регуляции гомеостатической 
пролиферации. Согласно данным Ge Q. и соавт., 
пролиферация Т-клеток в системе сокультиви-
рования ДК с аутологичными Т-лимфоцитами 
подвержена негативной регуляции со стороны 
CD4+CD25+ регуляторных Т-клеток [12]. Резуль-
таты настоящего исследования демонстрируют, 
что угнетение функций аутореактивных Т-клеток 
под действием ДКдекс опосредуется с вовлечени-
ем нескольких механизмов, включая индукцию 
анeргии и апоптоза отвечающих Т-клеток, а так-
же генерацию регуляторных Tr1-клеток. 

По способности индуцировать анергию 
Т-клеток и генерацию Tr1 IFN-ДКдекс оказались 
сходными с дексаметазон-модифицированны-
ми IL-4-ДК, однако обладали проапоптогенной 

ТАБЛИЦА 3. ВЛИЯНИЕ ДКдекс БОЛЬНЫХ РА НА СОДЕРЖАНИЕ РЕГУЛЯТОРНЫХ Т-КЛЕТОК В АУТО-СКЛ

TABLE 3. INFLUENCE OF DCsDex OF RA PATIENTS ON THE CONTENT OF REGULATORY T-CELLS IN AUTO-MLC 

CD4+CD25+FoxP3+Treg 
(n = 9)

CD4+IL-10+Tr1 
(n = 8)

% клеток
Cells percent pW

% клеток
Cells percent pW

МНК (1)
MNC (1) 0,9 (0,7-1,1)

  p1-2 = 0,007
p1-3 = 0,02
p2-3 = 0,21

4,0 (2,5-7,0)
p1-2 = 0,176
p1-3 = 0,013
p2-3 = 0,012

МНК + ДКк (2)
MNC + DCsc (2) 1,7 (1,3-2,6) 6,5 (4,8-7,0)

МНК + ДКдекс (3)
MNC + DCsDex (3) 1,3 (1,2-2,0) 8,5 (6,0-96)

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (в скобках). IFN-ДК больных 
РА, генерированные в отсутствие (ДКк) или присутствии дексаметазона (ДКдекс), культивировали с аутологичными 
МНК в соотношении 1:10. Относительное содержание CD4+CD25+FoxP3+ и CD4+IL10+Т-клеток оценивали на 5 сут. PW – 
критерий Вилкоксона.

Note. Data are presented as median and interquartile range (in brackets). IFN-DCs of RA patients generated without or with 
dexamethasone (DCsc and DCsDex respectively) were culturing with autologous MNC as 1:10. Content of CD4+CD25+FoxP3+ and 
CD4+IL10+Т cells was assessed on day 5. PW, Wilcoxon Matched Pairs Test. 
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активностью, нетипичной для IL-4-ДКдекс [5, 21]. 
Способность IFN-ДКдекс индуцировать анергию 
Т-клеток обусловлена, по всей видимости, не-
зрелым фенотипом ДК, включая сниженную 
экспрессию костимуляторных молекул, и повы-
шенной экспрессией TLR2, который позицио-
нируется в качестве оптимального маркера при 
оценке качества дексаметазон-модифицирован-
ных толерогенных IL-4-ДК [11, 15]. Усиление 
экспрессии TLR2 является ответной реакцией 
на действие глюкокортикоидов и ассоциируется 
со сниженной секрецией IL-12 и высокой про-
дукцией IL-10 и TGF-β [7, 22], способных ин-
дуцировать Тreg [10]. Исследования показали, 
что запуск продукции IL-10 при сигналинге че-
рез TLR2 связан с активацией в ДК β-катенина, 
и данный сигнальный путь рассматривается в ка-
честве нового механизма, посредством которого 
ДК могут регулировать аутоиммунное воспале-
ние [20]. Способность IFN-ДКдекс индуцировать 
апоптоз Т-клеток обусловлена, по-видимому, 
повышенной экспрессией молекулы B7-H1, ко-
торая при связывании с PD1-рецептором вы-
зывает апоптоз Т-лимфоцитов и коррелирует 
с толерогенной активностью ДК [9]. Ранее нами 
было показано, что блокирование PD-1L снижа-
ет проапоптогенную активность IFN-ДК в алло-
СКЛ [2], а усиление экспрессии данной моле-

кулы на IFN-ДК при патологии может являться 
причиной повышенной апоптоз-стимулирую-
щей активности IFN-ДК [26].

Результаты исследования представляют ин-
терес в нескольких аспектах. Во-первых, оха-
рактеризован новый тип тДК, обладающих 
ингибирующим действием в отношении ауто-
реактивных Т-клеток в ауто-СКЛ. Во-вторых, 
охарактеризованы механизмы, посредством ко-
торых IFN-ДКдекс оказывают ингибирующий 
эффект на аутореактивные Т-клетки. В третьих, 
полученные данные раскрывают новые меха-
низмы ДК-опосредованного действия кортико-
стероидов, учитывая, что интерфероны I типа 
и регулируемые ими гены играют важную роль 
в патогенезе РА, в том числе регуляции ДК [6], 
а глюкокортикоиды активно используются в ле-
чении РА. В этом аспекте представляет интерес 
тот факт, что резистентность к терапии анти-
TNF-препаратами ассоциирована с меньшим со-
отношением IFNβ/IFNα в сыворотке крови [34], 
что может быть связано с активацией ДК при 
повышенном уровне IFNα. В этом случае не ис-
ключено, что пульс-терапия глюкокортикоидами 
за счет индукции толерогенных IFN-ДК может 
восстановить чувствительность к терапии биоло-
гическими препаратами.
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КЛИНИЧЕСКИ ЗНАЧИМЫЕ МИНОРНЫЕ АНТИГЕНЫ 
ГИСТОСОВМЕСТИМОСТИ ДЛЯ РОССИЙСКИХ ПАЦИЕНТОВ, 
ПОЛУЧАЮЩИХ ТРАНСПЛАНТАЦИЮ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 
КРОВИ
Романюк Д.С., Хмелевская А.А., Постовская А.М., Малько Д.Б., 
Кузьминова Е.П., Хамаганова Е.Г., Ефимов Г.А.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр гематологии» Министерства здравоохранения 
РФ, Москва, Россия

Резюме. Трансплантация гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК) от здорового донора при-
меняется при лечении неопластических заболеваний кроветворной системы. Одним из осложнений 
трансплантации является развитие аллоиммунной реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ), 
которая в случае полной совместимости по аллелям генов главного комплекса гистосовместимости 
(HLA) обусловлена различиями в пептидах, представляемых молекулами HLA на поверхности кле-
ток. Такие полиморфные пептиды – минорные антигены гистосовместимости (МАГ) – могут проис-
ходить из любых генов, в том числе специфично экспрессированных в клетках кроветворной систе-
мы. В этом случае развивается реакция «трансплантат против лейкоза» (РТПЛ), которая препятствует 
развитию рецидива. Одним из самых частых аллелей HLA для европейской части России является 
аллель A*02:01. Нами были оценены частоты 20 полиморфизмов, приводящих к появлению МАГ, 
представляемых в контексте молекул A*02:01, для потенциальных доноров костного мозга или ство-
ловых клеток крови (СКК) регистра ФГБУ «НМИЦ гематологии» МЗ РФ, также мы определили 
встречае мость иммуногенных несоответствий в реальных парах донор – реципиент. Всего было ге-
нотипировано 608 потенциальных доноров, 90 доноров и 92 пациента. При сравнении с публичны-
ми базами данных частот полиморфизмов было показано, что частоты аллелей МАГ в российской 
популяции наиболее близки к частотам европейской популяции. На основании этих данных была 
рассчитана вероятность возникновения после ТГСК аллоиммунного ответа, направленного против 
МАГ: в 33 и 75% случаев родственной и неродственной ТГСК, соответственно, ожидается три и более 
генетических иммуногенных несоответствия (ИН). Подсчет реального числа ИН в 20 родственных 
и 20 неродственных парах донор – реципиент согласуется с теоретическим расчетом. Исходя из опре-
деленных частот, самыми перспективными для российской популяции мишенями для разработки на-
правленной клеточной терапии злокачественных заболеваний кроветворной системы являются МАГ 
LB-NDC80-1P/A, LB-CCL4-1T и HA-1. Полученные данные можно использовать при планировании 
алло-ТГСК для российских пациентов.

Ключевые слова: минорные антигены гистосовместимости, МАГ, HA-1, ОНП, АСП, аллель-специфичный праймер,  
АС-ПЦР-РВ, аллель-специфичная ПЦР в реальном времени, РТПХ, РТПЛ
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CLINICALLY RELEVANT MINOR HISTOCOMPATIBILITY 
ANTIGENS FOR RUSSIAN PATIENTS UNDERGOING 
HEMATOPOIETIC STEM CELL TRANSPLANTATION
Romaniuk D.S., Khmelevskaya A.A., Postovskaya A.M., Malko D.B., 
Kuzminova E.P., Khamaganova E.G., Efimov G.A.
National Research Center for Hematology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) from healthy donors is used for blood cancer 
treatment. Alloreactive graft-versus-host disease (GvHD) is one of the post-transplant detrimental side 
effects, and the main reason for GVHD after HSCT fully matched for human leukocyte peptide antigens 
(HLA) presented by HLA molecules on cell surface. These polymorphic peptides, minor histocompatibility 
antigens (MiHA), arise from any genes, including those expressed at hematopoietic tissues. The latter may 
lead to the s.c. graft-versus-leukemia effect (GvL), thus preventing relapse of a malignancy. A*02:01 is one of 
the most frequent HLA alleles for European part of Russia. We assessed frequencies for 20 MiHA-encoded 
genetic polymorphisms, presented via A*02:01 allele, for plausible bone marrow donors, or hematopoietic 
stem cells (HSC) from the Donor Registry at Russian National Research Center for Hematology, we have 
also determined a number of immunogenic mismatches for these 20 MiHA in real donor – recipient pairs. 
A total of 608 potential donors, 90 donors and 92 recipients were genotyped. Using public data, we have 
shown that frequencies for MiHA coding genes are most close to appropriate frequencies among the European 
population. We have calculated probability of MiHA-specific alloimmune response after HSCT: there are 
chances of 33 and 75% for three or more immunogenic mismatches (IM) for related and unrelated HSCTs, 
respectively. Real frequencies for immune mismatch in 20 related and 20 unrelated donor – recipient pairs are 
in accordance with estimated theoretical probabilities. As based on the calculated frequencies, we suggest the 
LB-NDC80- 1P/A, LB-CCL4- 1T, and HA-1 MiHA to be the most promising minor antigens for targeted cell 
therapies of hematopoietic tissue malignancies. The data obtained could be used for planning allo-HSCTs in 
Russian patients.

Keywords: minor histocompatibility antigen, MiHA,  HA-1, SNP, ASP, allele-specific primer, AS-qPCR, allele-specific qPCR, 
GvHD, GvL

Статья написана при поддержке гранта 
Российского научного фонда (№ 17-15-01512).

Введение
Минорные антигены гистосовместимости 

(МАГ) являются полиморфными пептидами, 
которые презентируются на поверхности клет-
ки молекулами главного комплекса гистосов-
местимости (HLA) I или II классов. МАГ чаще 
всего возникают в результате несинонимических 
однонуклеотидных замен (нсОНП), инсерций 
и делеций [12]. Как правило, кодирующие МАГ 
полиморфизмы биаллельные, и только один 
из аллелей является иммуногенным – приводит 
к презентации пептида на поверхности клет-
ки [29]. При трансплантации аллогенных ге-
мопоэтических стволовых клеток (алло-ТГСК) 
может развиваться иммунный ответ на МАГ [4]. 
Таким образом, минорные антигены гистосовме-
стимости могут влиять на исход трансплантации 

гемопоэтических стволовых клеток. Несовпа-
дение донора и реципиента по МАГ может при-
водить к отторжению трансплантата, развитию 
реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ) 
или реакции «трансплантат против лейкоза» 
(РТПЛ) [11, 19]. Отдельные МАГ, специфично 
экспрессируемые в гемопоэтической ткани реци-
пиента, могут быть мишенями для Т-клеточной 
иммунотерапии [20].

Каждый МАГ представляется, как правило, 
одним, а в редких случаях несколькими аллелями 
HLA. Аллель HLA-A*02:01 является самым рас-
пространенным в российской популяции. В мо-
сковском регионе частота аллельной группы A*02 
достигает 29% (база данных «Allele Frequency 
Net», http://www.allelefrequencies.net), при этом 
известно, что доля аллеля A*02:01 для серотипа 
А*02 достигает 98% (база данных «IPD-IMGT/
HLA», https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/). Это 
значит, что около 50% пациентов и доноров яв-
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ляются носителями HLA-A*02:01. Для того чтобы 
выявить наиболее имунногенные в российской 
популяции МАГ и в том числе наиболее пер-
спективные в качестве мишеней для клеточной 
терапии, мы проанализировали частоты встре-
чаемости 20 HLA-A*02:01-рестрицированных 
минорных антигенов среди 608 потенциальных 
доноров стволовых клеток крови (СКК) регистра 
костного мозга ФГБУ «НМИЦ гематологии» 
МЗ  РФ, а также 90 доноров СКК и 92 реципиен-
тов, участвовавших в алло-ТГСК в «НМИЦ гема-
тологии».

Экспериментальная часть
Образцы ДНК
Для анализа были взяты образцы геномной 

ДНК регистра потенциальных доноров костного 
мозга и стволовых клеток крови ФГБУ «НМИЦ 
гематологии» МЗ РФ, а также образцы ДНК, вы-
деленной из периферической крови реципиен-
тов до алло-ТГСК и их доноров. Геномную ДНК 
потенциальных доноров из регистра выделяли 
с помощью прибора Arrow и наборов реагентов 
для него Arrow Blood DNA 200 (NorDiag, Нор-
вегия). Геномную ДНК пар донор – реципиент 
выделяли с помощью набора для очистки Wizard 
(Promega, США). Всего было генотипирова-
но 790 образцов ДНК: 608 потенциальных до-
норов регистра, 90 доноров СКК и 92 пациента 
до проведения алло-ТГСК. Аллели HLA при этом 
не учитывались.

Генотипирование
20 МАГ, презентируемые в HLA-A*02:01, 

были выбраны на основе литературных данных 
(табл. 1). Все выбранные для исследования по-
лиморфизмы не связаны между собой и насле-
дуются независимо. Быстрое генотипирование 
полиморфизмов, кодирующих МАГ, проводи-
лось методом мультиплексной ПЦР в реальном 
времени с аллель-специфичными праймерами 
(АС-ПЦР-РВ), описанным ранее [28]. Для каж-
дого образца ДНК определяли аллели 19 нсОНП 
и одной делеции гена. АС-ПЦР-РВ проводили 
готовыми растворами, содержащими следую-
щие компоненты: смесь для проведения ПЦР-
РВ qPCRmix-HS (Евроген, Россия); праймеры 
и зонды для генотипирования, сгруппирован-
ные для референсных и альтернативных аллелей 
нсОНП по четыре; набор праймеров и зондов 
к гену B2M в качестве внутреннего контроля. 
Для определения делеции гена UGT2B17 в обе-
их АС-ПЦР-РВ использовались одинаковые 
праймеры и зонд. Готовые реакционные смеси 
для АС-ПЦР-РВ предварительно проверялись. 
В качестве контроля использовались фрагменты 
генов, содержащие исследуемые нсОНП, кло-

нированные с помощью вектора pJet1.2 в соста-
ве набора CloneJET PCR Cloning (Thermo Fisher 
Scientific, США) и бактериального штамма E. coli 
DH5α. Выделение плазмид осуществлялось с по-
мощью набора GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo 
Fisher Scientific, США), их проверка проводилась 
методом секвенирования по Сэнгеру с использо-
ванием реактивов и секвенатора ABI 3500 фирмы 
Applied Biosystems (США).

Результат генотипирования определяли 
по разнице пороговых циклов ПЦР-РВ для двух 
реакций: АС-ПЦР-РВ, содержащей аллель-
специфичный праймер к референсному аллелю 
нсОНП, и АС-ПЦР-РВ, содержащей аллель-
специфичный праймер к альтернативному состо-
янию нсОНП. Референсное состояние нсОНП 
определялось согласно референсному гено-
му человека: http://ensembl.org, сборка генома 
GRCh38. Всего было генотипировано 790 чело-
век. После этого были отсеяны образцы, где от-
сутствовали данные хотя бы для одного локуса.

Как иммуногенные несоответствия опреде-
лялись такие: у реципиента есть один или два 
иммуногенных аллеля МАГ, а донор гомозигота 
по неиммуногенному аллелю. Иммуногенный 
(доминантный) аллель определялся по литера-
турным данным, для всех этих аллелей показано 
присутствие соответствующего пептида на по-
верхности клетки в комплексе с молекулами 
HLA-А*02:01 (табл. 1), также для них показа-
на индукция специфического иммунного от-
вета. Для МАГ LB-SSR1-1S, LB-NISCH-1A, 
LB-CLYBL-1Y и LB-NDC80-1P показано при-
сутствие на поверхности клетки продуктов аль-
тернативных аллелей – пептидов LB-SSR1-1L, 
LB-NISCH-1V, LB-CLYBL-1D и LB-NDC80-1A 
соответственно [4, 12]. Для таких МАГ имму-
ногенное несоответствие определялось по тому 
же алгоритму, но для каждого из двух аллелей.

Статистический анализ
Статистический анализ выполнялся с исполь-

зованием программного обеспечения RStudio 
версии 1.0.143 и языка программирования R вер-
сии 3.5.1. Образцы ДНК были разделены на две 
части. В одну часть вошли потенциальные доноры 
СКК регистра, а также пациенты и доноры СКК, 
которые после фильтрации не имели генотипи-
рованной пары. Дополнительно из этой группы 
были отсеяны образцы ДНК от родственников: 
случайным образом оставляли только один обра-
зец ДНК от связанных людей. Полученные дан-
ные для оставшихся 365 людей проверялись и ис-
пользовались для расчета частот аллелей МАГ, 
как описано далее. Во вторую часть вошли пары 
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ТАБЛИЦА 1. МИНОРНЫЕ АНТИГЕНЫ ГИСТОСОВМЕСТИМОСТИ, ПРЕДСТАВЛЯЕМЫЕ В КОНТЕКСТЕ АЛЛЕЛЯ  
HLA A*02:01
TABLE 1. MINOR HISTOCOMPATIBILITY ANTIGENS PRESENTED VIA HLA-A*02:01 ALLELE

МАГ
MiHA

Ген
Gene

Хр.
Ch.

Нт.
Nt.

АК
AA

Номер
ID

Ссылка
Ref.

HER-2/NEU ERBB2 17 C/G P/A rs1058808 [23]

HA-1/A2 ARHGAP45 19 G/A R/H rs1801284 [24]

HA-2 MYO1G 7 C/T V/M rs61739531 [25]

UTA2-1 KIAA1551 12 T/C L/P rs2166807 [26]

LB-ADIR-1F TOR3A 1 T/C F/S rs2296377 [27]

LB-CLYBL-1Y CLYBL 13 G/T D/Y rs17577293 [28]

C19ORF48 C19ORF48 19 T/A T/S rs3745526 [29]

TRIM22 TRIM22 11 C/T R/C rs187416296 [30]

LB-PRCP-1D PRCP 11 T/G E/D rs2229437 [32]

LB-SSR1-1S SSR1 6 A/G L/S rs10004 [32]

LB-WNK1-1I WNK1 12 G/T M/I rs12828016 [32]

T4A1 TRIM42 3 C/A A/E rs9876490 [33]

HA-8 PUM3 9 C/G R/P rs2173904 [34]

LB-HIVEP1-1S HIVEP1 6 A/G N/S rs2228220 [35]

LB-NISCH-1A(V) NISCH 3 C/T A/V rs887515 [35]

UGT2B17/A2 UGT2B17 4 esv3600873 [36]

LB-CCL4-1T CCL4 17 T/A S/T rs1719152 [10]

LB-NCAPD3-1Q NCAPD3 11 C/T R/Q rs12292394 [10]

LB-NDC80-1P(A) NDC80 18 G/C A/P rs9051 [10]

WDR27-1L WDR27 6 A/G L/P rs4236176 [1]

Примечание. Хр. – хромосома, содержащая представленный ген; Нт. – нуклеотидный полиморфизм; АК – 
аминокислотная замена; Номер – идентификационный номер полиморфизма, согласно базам данных dbSNP  
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) и Ensembl (http://www.ensembl.org). Иммунногенный аллель и соответствующие 
нуклеотид и аминокислота выделены жирным, первым идет референсный аллель, согласно базе данных Ensembl 
(http://ensembl.org, версия генома – GRCh38).

Note. MiHA, minor histocompatibility antigen; Ch., chromosome, containing MiHA coding gene; Nt., nucleotide polymorphism; AA, 
amino acid substitution; ID, identification namber for polymorphism, according dbSNP and Ensembl databases (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/SNP/, http://www.ensembl.org). Ref., reference. Immunogenic allele and corresponding nucleotide and amino acid are 
in bold, reference MiHA allele stands first (Ensembl database, reference genome – GRCh38).

донор – реципиент: всего 79 человек, из них 39 
человек, участвовавших в неродственной алло-
ТГСК (у одного пациента было два донора), и 40 
человек для родственной алло-ТГСК. Для этих 
пар определяли иммуногенные несоответствия 
по приведенному выше алгоритму.

Далее полученные генотипы МАГ для первой 
группы – 365 человек – переводились в цифро-
вую кодировку, где 0 соответствовал гомозиготе 
по референсному аллелю нсОНП, 1 – гетерозиго-
те, а 2 – гомозиготе по альтернативному аллелю. 

Расчет частоты аллелей производили по форму-
ле (1).

(1)   𝑝𝑝𝑝𝑝 = 2∗ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜+ℎ𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑜𝑜𝑜𝑜
2∗𝑛𝑛𝑛𝑛

, 

(2) ИИдом = А2×(1-А2), 
(3) ИИкод = A2×(1-A2)+B2×(1-B2), 
(4) ИИрод = A×(1-A)2×(4-A)/4, 
 

   
(1)

где homo – количество всех гомозигот для данно-
го аллеля, hetero – количество гетерозигот, а n – 
количество образцов. 

Использованный метод генотипирования 
не позволяет определять количество копий гена 
для делеции гена UGT2B17 – невозможно разде-
лить две копии гена и моноаллельную делецию, 
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ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТЫ ИММУНОГЕННЫХ АЛЛЕЛЕЙ ПОЛИМОРФИЗМОВ, КОДИРУЮЩИХ МАГ В РОССИЙСКОЙ 
ПОПУЛЯЦИИ И В ПЯТИ СУПЕРПОПУЛЯЦИЯХ ПРОЕКТА «1000 ГЕНОМОВ» (http://www.internationalgenome.org), 
РАНЖИРОВАННЫЕ ПО ЧАСТОТАМ РОССИЙСКОЙ ПОПУЛЯЦИИ 

TABLE 2. IMMUNOGENIC ALLELES FREQUENCIES FOR POLYMORPHISMS, CODING MIHA, FOR RUSSIAN POPULATION 
AND FIVE SUPER POPULATIONS FROM 1000 GENOMES PROJECT (http://www.internationalgenome.org), SORTED BY 
FREQUENCIES FOR RUSSIAN POPULATION

МАГ
MiHA RUS EUR AMR EAS AFR SAS

HA-2 0,788 0,770 0,814 0,905 0,871 0,940

WDR27-1L 0,693 0,708 0,447 0,063 0,520 0,557

UGT2B17/A2 0,608 0,632 0,655 0,174 0,755 0,392

T4A1 0,485 0,467 0,494 0,610 0,728 0,616

HA-8 0,397 0,458* 0,496 0,459 0,367 0,380

HA-1/A2 0,374 0,345 0,386 0,361 0,527 0,360

HER-2/NEU 0,348 0,327 0,520 0,598 0,808 0,391

LB-WNK1-1I 0,322 0,388** 0,322 0,281 0,552 0,475

C19ORF48 0,290 0,301 0,217 0,654 0,132 0,375

LB-SSR1-1S 0,288 0,246 0,155 0,261 0,514 0,181

UTA2-1 0,266 0,211** 0,182 0,176 0,094 0,165

LB-ADIR-1F 0,264 0,288 0,357 0,332 0,012 0,284

LB-CCL4-1T 0,249 0,249 0,118 0,276 0,049 0,228

LB-NDC80-1P 0,234 0,229 0,136 0,125 0,124 0,312

LB-PRCP-1D 0,145 0,187* 0,130 0,113 0,105 0,171

LB-NISCH-1A 0,130 0,176** 0,189 0,022 0,692 0,119

LB-HIVEP1-1S 0,118 0,116 0,101 0,130 0,180 0,186

LB-CLYBL-1Y 0,082 0,030*** 0,003 0,000 0,000 0,006

LB-NCAPD3-1Q 0,068 0,054 0,023 0,015 0,001 0,045

TRIM22 0,007 0,010 0,010 0,000 0,001 0,000

Примечание. RUS – российская популяция; EUR, AMR, EAS, AFR и SAS – суперпопуляции, согласно проекту 
«1000 геномов» – европейская, смешанная американская, восточноазиатская, африканская и южноазиатская 
соответственно. Отмечена статистическая значимость различий европейской и российской популяций: *, ** и *** – 
p < 0,05, 0,005 и 0,0001 соответственно.

Note. MiHA, minor histocompatibility antigen; RUS, Russian population; EUR, AMR, EAS, AFR and SAS, European, Ad Mixed 
American, East Asian, African and South Asian super population respectively, according to 1000 Genomes Project. Statistically 
significant difference between Russian and European populations are marked with asterisks: *, ** and ***, p < 0.05, 0.005 and 
0.0001 respectively.

поэтому частота делеции определялась через за-
кон Харди–Вайнберга (ЗХВ), так как, соглас-
но [30], распределение этой делеции в суперпо-
пуляциях проекта «1000 геномов» соответствует 
ЗХВ. Далее проверялось соответствие ЗХВ частот 
генотипов нсОНП, при этом нсОНП, кодирую-
щий МАГ TRIM22 с частотой одного из аллелей 
менее 0,01, был исключен из анализа. Ожидаемое 

количество генотипов для каждого нсОНП срав-
нивалось с наблюдаемым с использованием кри-
терия хи-квадрат. Все 18 нсОНП соответствовали 
ЗХВ (p = 1 × 10-6). Для сравнения данных «НМИЦ 
гематологии» с данными проекта «1000 геномов» 
(http://www.internationalgenome.org) генотипы 
2504 человек для 19 нсОНП были загружены 
и приведены к описанной выше кодировке дан-
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ТАБЛИЦА 3. ИНДЕКС ИММУНОГЕННОСТИ (ИИ) МАГ В РАЗНЫХ ПОПУЛЯЦИЯХ ДЛЯ НЕРОДСТВЕННЫХ ПАР ДОНОР – 
РЕЦИПИЕНТ
TABLE 3. MiHA IMMUNOGENIC INDEX FOR UNRELATED MATCHED DONOR – RECIPIENT PAIRS FOR DIFFERENT 
POPULATIONS

МАГ
MiHA RUS EUR AMR EAS AFR SAS

LB-SSR1-1 0,328 0,302 0,227 0,311 0,375 0,253

LB-NDC80-1 0,299 0,291 0,207 0,195 0,194 0,337

C19ORF48 0,250 0,250 0,237 0,106 0,186 0,238

LB-WNK1-1I 0,249 0,235 0,221 0,218 0,147 0,211

UTA2-1 0,249 0,250 0,243 0,247 0,024 0,250

LB-ADIR-1F 0,248 0,234 0,248 0,250 0,160 0,199

LB-CCL4-1T 0,246 0,248 0,177 0,135 0,036 0,233

HER-2/NEU 0,245 0,246 0,173 0,249 0,087 0,241

HA-1/A2 0,239 0,245 0,235 0,242 0,174 0,242

HA-8 0,232 0,207 0,190 0,207 0,240 0,237

T4A1 0,198 0,203 0,190 0,129 0,068 0,126

LB-PRCP-1D 0,198 0,248 0,260 0,042 0,336 0,187

LB-NISCH-1 0,197 0,224 0,184 0,168 0,160 0,215

LB-HIVEP1-1S 0,173 0,171 0,155 0,184 0,220 0,224

LB-CLYBL-1 0,139 0,056 0,006 0,000 0,000 0,012

UGT2B17/A2 0,133 0,117 0,105 0,217 0,056 0,233

LB-NCAPD3-1Q 0,114 0,094 0,044 0,029 0,002 0,080

WDR27-1L 0,086 0,078 0,212 0,108 0,177 0,158

HA-2 0,041 0,050 0,034 0,009 0,016 0,004

TRIM22 0,014 0,019 0,020 0,000 0,002 0,000

Примечание. МАГ ранжированы по ИИ для российской популяции. Жирным выделены специфичные 
для гемопоэтической ткани МАГ. МАГ – минорный антиген гистосовместимости; RUS – российская популяция; EUR, 
AMR, EAS, AFR и SAS – европейская, смешанная американская, восточноазиатская, африканская и южноазиатская, 
соответственно, суперпопуляции из проекта «1000 геномов» (http://www.internationalgenome.org).

Note. MiHA are sorted according immunogenic index for Russian population. MiHA specific for hematopoietic tissue are in 
bold. MiHA – minor histocompatibility antigen; RUS, Russian population; EUR, AMR, EAS, AFR and SAS, European, Ad Mixed 
American, East Asian, African and South Asian super population respectively, according to 1000 Genomes Project (http://www.
internationalgenome.org).

ных, а популяции были сгруппированы согласно 
списку пяти суперпопуляций этой базы данных. 
Два человека были исключены, так как имели 
редкие третьи аллели нсОНП. Анализ частоты 
делеции гена UGT2B17 по данным проекта «1000 
геномов» был проведен ранее [30], полученные 
в этой работе частоты делеции гена UGT2B17 ис-
пользовались нами для дальнейшего анализа. 
Первые две главные компоненты метода главных 
компонент, примененного к частотам аллелей 
МАГ, использовались для отображения популя-

ционных различий. Сравнение частот аллелей 
МАГ для российской популяции и европейской 
суперпопуляции осуществлялось с помощью 
точного теста Фишера.

Расчет вероятности иммуногенного несо-
ответствия в паре донор – реципиент для по-
лученных частот аллелей проводился методом 
Монте-Карло с помощью написанной для этих 
целей программы, используя по 100 тысяч си-
муляций родственных и неродственных алло-
ТГСК. Для сравнения количества иммуногенных 
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ТАБЛИЦА 4. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРЕВАЛИРУЮЩИХ ДЛЯ КРОВЕТВОРНОЙ ТКАНИ МАГ НА ОСНОВАНИИ ДАННЫХ 
ПРОЕКТА «БЕЛКОВЫЙ АТЛАС ЧЕЛОВЕКА» (https://www.proteinatlas.org/)
TABLE 4. DETERMINATION OF HEMATOPOIETIC TISSUE SPECIFIC MiHA USING HUMAN PROTEIN ATLAS PROJECT DATA 
(https://www.proteinatlas.org/)

МАГ
MiHA

Представленность
Expression

Ткань с макс. ПНМ
Tissue with max. TPM

Кр. ткань / РТПХ-ткань
Blood-TPM / GvHD-TPM

HA-1/A2 Тканеспецифичная
Tissue enhanced

Легкие
Lungs 3,31

LB-NDC80-1 Смешанная
Mixed

Прямая кишка
Colon 1,80

HA-2 Тканеспецифичная
Tissue enhanced

Легкие
Lungs 1,34

LB-CCL4-1T Тканеспецифичная
Tissue enhanced

Желчный пузырь
Gallbladder 1,17

LB-NCAPD3-1Q Повсеместно
Ubiquitous

Эндокринная система
Endocrine tissues 1,00

LB-ADIR-1F Повсеместно
Ubiquitous

Эндокринная система
Endocrine tissues 0,70

C19ORF48 Повсеместно
Ubiquitous

Эндокринная система
Endocrine tissues 0,67

HA-8 Повсеместно
Ubiquitous

Пищевод
Esophagus 0,51

TRIM22 Повсеместно
Ubiquitous

Легкие
Lungs 0,50

UTA2-1 Повсеместно
Ubiquitous

Желчный пузырь
Gallbladder 0,48

LB-SSR1-1 Повсеместно
Ubiquitous

Эндокринная система
Endocrine tissues 0,46

LB-WNK1-1I Повсеместно
Ubiquitous

Пищевод
Esophagus 0,43

LB-HIVEP1-1S Смешанная
Mixed

Эндокринная система
Endocrine tissues 0,42

WDR27-1L Повсеместно
Ubiquitous

Эндокринная система
Endocrine tissues 0,39

LB-NISCH-1 Повсеместно
Ubiquitous

Кожа
Skin 0,26

LB-PRCP-1D Повсеместно
Ubiquitous

Почки
Kidneys 0,18

LB-CLYBL-1 Повсеместно
Ubiquitous

Почки
Kidneys 0,05

HER-2/NEU Повсеместно
Ubiquitous

Эндокринная система
Endocrine tissues 0,01

UGT2B17/A2 Тканеспецифичная
Tissue enhanced

Тонкий кишечник
Small intestine 0,00

T4A1 Тканеспецифичная
Tissue enhanced

НД
NA

НД
NA

Примечание. Доля белков, кодирующих МАГ, в кроветворной системе сравнивалась с представленностью этих белков 
в тканях, где может развиться РТПХ. Представленность – приводится оценка распределения белков, кодирующих МАГ 
по тканям по данным проекта «Белковый атлас человека». Ткань с макс. ПНМ – не кроветворная ткань, с наибольшей 
экспрессией белка, кодирующего МАГ, в которой может развиться РТПХ, ПНМ – нормированное на миллион прочтений 
количество прочтений целевого транскрипта в ходе РНК-секвенирования. Кр. ткань / РТПХ-ткань – отношение ПНМ 
белка, кодирующего МАГ в кроветворной ткани к ткани с максимальным ПНМ, где может развиться РТПХ; значения 
больше единицы скорее будут приводить к РТПО.
Note. Fraction of the protein, containing MiHA, in hematopoietic system was compared with the protein abundance in GvHD tissues. 
MiHA – minor histocompatibility antigen. Expression, MiHA proteins tissue distribution, according to Human Protein Atlas Project. 
Tissue with max. TPM, non-hematopoietic tissue with maximum MiHA protein expression, where GvHD can take place. TPM, 
transcripts per million, is the number of the target RNA reads normalized for million reads during RNAseq. Blood-TPM / GvHD-TPM, 
ratio of TPM for MiHA protein in the haematogenic tissue to the tissue with maximum TPM for the MiHA protein; if value is more than 
one – GvL reaction is more plausible in case of MiHA mismatch.
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несоответствий в реальных парах доноров и ре-

ципиентов использовались критерий Фишера 

и t-критерий Стьюдента.

Расчет индекса иммуногенности осущест-

вляли с использованием частот иммуногенных 

аллелей, кодирующих МАГ (табл. 1), согласно 

формулам, подробно разобранным в [7]. Для до-

минантных МАГ использовалась формула 2, 

для кодоминантных – 3.(1)   𝑝𝑝𝑝𝑝 = 2∗ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜+ℎ𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑜𝑜𝑜𝑜
2∗𝑛𝑛𝑛𝑛

, 

(2) ИИдом = А2×(1-А2), 
(3) ИИкод = A2×(1-A2)+B2×(1-B2), 
(4) ИИрод = A×(1-A)2×(4-A)/4, 
 

   (2)

где A – частота доминантного, кодирующего 
МАГ аллеля.

(1)   𝑝𝑝𝑝𝑝 = 2∗ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜+ℎ𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑜𝑜𝑜𝑜
2∗𝑛𝑛𝑛𝑛

, 

(2) ИИдом = А2×(1-А2), 
(3) ИИкод = A2×(1-A2)+B2×(1-B2), 
(4) ИИрод = A×(1-A)2×(4-A)/4, 
 

   (3)

где A и B – частоты двух аллелей, кодирующих 
кодоминантные МАГ.

Расчет ИИ для родственных пар осуществлял-
ся по формуле 4.

(1)   𝑝𝑝𝑝𝑝 = 2∗ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜+ℎ𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑜𝑜𝑜𝑜
2∗𝑛𝑛𝑛𝑛

, 

(2) ИИдом = А2×(1-А2), 
(3) ИИкод = A2×(1-A2)+B2×(1-B2), 
(4) ИИрод = A×(1-A)2×(4-A)/4, 
 

   (4)

где A – частота доминантного, кодирующего 
МАГ аллеля.

Рисунок 1. Частоты иммуногенных аллелей МАГ российской популяции наиболее близки к частотам 
для европейской популяции
Примечание. А. Частоты иммуногенных аллелей МАГ в российской популяции и соответствующие частоты суперпопуляций 
проекта «1000 геномов» (http://www.internationalgenome.org), для кодоминантных МАГ указана только частота одного 
из двух аллелей. Слева (белые столбцы) – частоты по данным «НМИЦ гематологии», справа (черные столбцы) – частоты 
для соответствующей суперпопуляции из «1000 геномов». Б. Сопоставление описанных частот методом главных компонент 
(PCA), проецирующим все частоты для каждой популяции на одну плоскость.
Figure 1. MiHA immune allele frequencies for the Russian population are most similar to the European population
Note. A. MiHA immune allele frequencies in the Russian population in comparison with 1000 Genomes project frequencies for five super 
populations (http://www.internationalgenome.org), only one allele frequency shown for codominant MiHA. White bars – the NRCH data, black 
bars – 1000 Genomes data. B. Principal component analysis for MiHA frequencies.
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Для родственных пар для кодоминантных 
МАГ ИИ считался по аналогии с ИИ для нерод-
ственных пар – ИИ рассчитывался по формуле 4 
для обоих аллелей МАГ и суммировался.

Для предсказания РТПХ и РТПО после ТГСК, 
вызванных несоответствиями по МАГ, использо-
вались данные базы «Белковый атлас человека» 
(https://www.proteinatlas.org/). Представленность 
МАГ для кроветворной ткани определялась 
как отношение ПНМ (прочтений целевого транс-
крипта, нормированного на миллион прочтений) 
в костном мозге для белков, кодирующих МАГ, 
к наибольшему значению ПНМ для тканей, где 
может развиться РТПХ (легкие, прямая кишка, 
желчный пузырь, эндокринная система, пище-
вод, кожа, почки, тонкий кишечник). Данный 
расчет не проводился для МАГ T4A1 ввиду не-
полноты данных РНК-секвенирования (табл. 4).

Результаты
Всего было генотипировано 790 образцов (608 

потенциальных доноров регистра, 90 доноров 
СКК и 92 пациента до алло-ТГСК). Аллели HLA 
при этом не учитывались. После предваритель-
ной фильтрации данных были получены геноти-
пы 20 полиморфизмов, кодирующих МАГ, пред-
ставляемые в контексте HLA А*02:01 (табл. 1), 
для 444 человек. Распределение частот геноти-
пов нсОНП, кодирующих МАГ, соответствова-
ло закону Харди–Вайнберга. Для делеции гена 
UGT2B17 и нсОНП rs187416296, кодирующего 
МАГ TRIM22, данная проверка не осуществля-
лась ввиду технических ограничений.

Полученные частоты аллелей МАГ были со-
поставлены с частотами для пяти суперпопуля-
ций из проекта «1000 геномов» (рис. 1А). Как и 
ожидалось, российская популяция наиболее 
схожа с европейской суперпопуляцией (рис. 
1Б). Мы отдельно сравнили частоты аллелей 
МАГ для российской и европейской популяций, 
как наиболее близких. Статистически досто-
верные различия в частотах между российской 
популяцией и европейской суперпопуляцией 
наблюдались только для нсОНП, кодирующих 
МАГ UTA2-1, LB-CLYBL-1Y, LB-PRCP-1D, LB-
WNK1-1I, HA-8, LB-NISCH-1A. При этом в аб-
солютных значениях различие частоты аллелей 
для этих двух популяций не превышало 7% (МАГ 
LB-WNK1-1I) (табл. 2).

На основе данных о частотах аллелей для каж-
дого МАГ был рассчитан индекс иммуногенно-
сти (ИИ) – вероятность того, что в паре донор – 
реципиент из одной популяции у реципиента 
есть хотя бы один иммуногенный аллель, а донор 
гомозигота по неиммуногенному аллелю. Вви-

Рисунок 2. Распределение вероятности числа 
иммуногенных несоответствий МАГ для родственных 
и неродственных пар
Примечание. Количество иммуногенных несоответствий 
для родственных и неродственных пар в российской 
популяции было рассчитано в результате компьютерной 
симуляции (ломаные линии) и определено в 40 HLA-
совместимых парах донор – реципиент: 20 родственных и 20 
неродственных пар (столбики).
Figure 2. Immune MiHA mismatch probability distribution for 
related and unrelated donor – recipient pairs
Note. Simulated immune mismatches frequencies for related (dashed 
line) and unrelated pairs (solid line) for the Russian population and 
observed immune mismatch count for 40 HLA-matched donor-recipient 
pairs: 20 related (white bars) and 20 unrelated (black bars).

ду генетической схожести для родственных пар 
донор – реципиент вероятность иммуногенно-
го несоответствия ниже, поэтому ИИ для род-
ственных пар рассчитывался по другой форму-
ле [21]. На основе ИИ для неродственных пар 
мы составили список самых иммуногенных МАГ 
для российской популяции и сравнили этот по-
казатель с ИИ для суперпопуляций проекта «1000 
геномов» (табл. 3). Наиболее иммуногенным 
для российской и европейской популяций явля-
ется МАГ LB-SSR1-1S. Несоответствие по этому 
МАГ, приводящее к развитию аллореактивного 
иммунного ответа, может возникнуть более чем 
в 33% неродственных алло-ТГСК. Эту информа-
цию мы совместили с данными по экспрессии 
МАГ для того, чтобы разделить МАГ, способные 
приводить только к РТПЛ или РТПЛ и РТПХ 
(табл. 4). Наиболее перспективным для терапии 
является МАГ HA-1, его уровень экспрессии 
в гемопоэтической ткани более чем в три раза 
превосходит уровень экспрессии в любой из тка-
ней, поражаемых РТПХ, при этом иммуногенные 
несоответствия по HA-1 возникают в 24% случа-
ев. Также потенциальными мишенями являются 
LB-NDC80-1P/A, LB-CCL4-1T, чья экспрессия 
в кроветворной ткани повышена, а индекс имму-
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ногенности составляет 30 и 25% соответственно. 
Необходимо отметить, что аллели LB-NDC80-1A 
и LB-NDC80-1P – кодоминантные – оба аллеля 
приводят к презентации пептидов, отличающихся 
на одну аминокислоту. Было показано, что тако-
го различия достаточно для МАГ-специфичного 
Т-клеточного ответа [4]. Таким образом, для ко-
доминантных МАГ иммуногенными могут быть 
как тот, так и другой аллели, in vivo имуноген-
ность альтернативного аллеля для LB-NDC80-1P 
не была экспериментально подтверждена [33].

Для того чтобы рассчитать распределение 
количества несоответствий донора и реципи-
ента алло-ТГСК для всех 20 МАГ, мы провели 
компьютерную симуляцию, взяв за основу ИИ 
для исследуемых МАГ. Поскольку родственные 
пары имеют меньший ИИ, симуляция для си-
блингов проводилась отдельно. Было показано, 
что при алло-ТГСК от неродственного донора 
в 72,7% случаев ожидается 3 и более несоответ-
ствия по МАГ, в то время как для родственных 
доноров эта цифра составила 30,5% (рис. 2).

Помимо этого, были генотипированы 40 
HLA-совместимых пар доноров и реципиентов, 
прошедших трансплантацию в «НМИЦ гемато-
логии» и определено количество иммуногенных 
несоответствий в каждой паре. Изучено 20 род-
ственных и 20 неродственных пар донор – реци-
пиент. Как и ожидалось по данным симуляции, 
реципиенты, получившие СКК от родствен-
ного HLA-совместимого донора, имели досто-
верно меньше иммуногенных несоответствий, 
чем реципиенты, которым был подобран не-
родственный HLA-совместимый донор ССК: 
в среднем 2,05 и 4,65 различий соответственно 
(p = 1,54 × 10-6) (рис. 2).

Обсуждение
Иммуногенное несовпадение по МАГ, спо-

собное привести к развитию аллореактивного 
иммунного ответа после алло-ТГСК, определя-
ется конкретным сочетанием генотипов донора 
и реципиента. Информация о частоте встреча-
емости в исследуемой популяции полиморфиз-
мов, кодирующих МАГ, позволяет предсказывать 
вероятность возникновения иммуногенного не-
соответствия. Ранее проводился анализ частот 
аллелей МАГ для населения Тайваня [18] и Ту-
ниса [27], при этом в обеих работах анализирова-
лись только 2 МАГ: HA-1 и HA-2.

Предварительно нами было проведено срав-
нение различных методов генотипирования по-
лиморфизмов, кодирующих МАГ [1], что при-
вело к разработке нового подхода, до этого 

не используемого для генотипирования МАГ – 
мультиплексной ПЦР в реальном времени с ал-
лель-специфичными праймерами [28]. Используя 
этот высокопроизводительный метод, мы опре-
делили частоты полиморфизмов, кодирующих 20 
МАГ, рестрицированных по аллелю HLA-A*02:01 
(табл. 1) в российской популяции.

Существуют исследования, в которых прово-
дился анализ частот МАГ, основанный на данных 
проекта «1000 геномов» [23]. В данной работе 
мы использовали наиболее свежие данные это-
го проекта с увеличенным по сравнению с опу-
бликованным ранее исследованием количеством 
генотипированных образцов (2502 против 1092), 
что позволило уточнить частоты для различных 
суперпопуляций. Сравнение определенных нами 
частот для 20 полиморфизмов с частотами в раз-
личных суперпопуляциях проекта «1000 геномов» 
показало, что по полиморфизмам, кодирующим 
МАГ, российская популяция наиболее близка 
к европейской. Однако при этом для некоторых 
исследованных полиморфизмов частоты суще-
ственно отличались (рис. 1, табл. 2). Это согла-
суется с опубликованными ранее данными, что 
частоты генетических полиморфизмов, кодиру-
ющих МАГ, варьируют для разных этносов [23], 
что делает необходимым оценку частоты МАГ 
для конкретных популяций.

Известно, что число несовпадений по МАГ 
может определять вероятность развития РТПЛ 
и РТПХ [9, 15, 28]. Кроме того, показано, что 
количество несоответствий по нсОНП, кодиру-
ющим МАГ, соотносится с общим количеством 
нсОНП несоответствий для пары донор – реци-
пиент [21]. В нашей работе мы предсказали веро-
ятность иммуногенных несоответствий для каж-
дого МАГ с помощью компьютерной симуляции. 
Наиболее иммуногенными для российской попу-
ляции являются МАГ LB-SSR1-1S и C19ORF48, 
приводящие к РТПХ, а также LB-NDC80-1, при-
водящий к РТПЛ. Также нами были генотипи-
рованы пары донор – реципиент, проходившие 
ТГСК. Количество иммуногенных несоответ-
ствий хорошо предсказывается методом компью-
терной симуляции.

Учитывать несоответствия по МАГ при подбо-
ре донора на сегодняшний день неосуществимо 
ввиду ограниченного размера донорских реги-
стров, однако информация об иммуногенных не-
соответствиях по МАГ в паре донор – реципиент 
может быть учтена при выборе иммуносупрес-
сивной терапии и для направленной клеточной 
терапии [10, 14, 34, 35].
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ВЛИЯНИЕ ЭРИТРОПОЭТИНА НА ПРОДУКЦИЮ 
ЦИТОКИНОВ СТВОЛОВЫМИ КЛЕТКАМИ
Лыков А.П.1, 2, Суровцева М.А.1, 2, Повещенко О.В.1, 2, 
Бондаренко Н.А.1, 2, Ким И.И.1, 2, Чернявский А.М.2, Фомичев А.В.2
1 Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной лимфологии – филиал ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики СО РАН», г. Новосибирск, Россия  
2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр имени академика Е.Н. Мешалкина» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Эритропоэтин используется в основном для стимуляции эритропоэза. В последнее время 
показаны его цитопротекторные эффекты на другие клетки организма человека и животных, в част-
ности антиапоптотическое действие. Свое влияние на клетки эритропоэтин опосредует через взаимо-
действие с рецептором к эритропоэтину в комплекс с образованием гетеродимерной связи с β-общей 
цепью (CD131). В представленной работе проведено исследование изменения экспрессии рецептора 
к эритропоэтину, CD131 и спектра продукции биологически активных молекул костномозговыми мо-
нонуклеарами (КМ-МНК) больных ишемической болезнью сердца. Методом проточной цитофлуори-
метрии показано, что кратковременная инкубация КМ-МНК с эритропоэтином способствует увеличе-
нию экспрессии рецептора к эритропоэтину на гемопоэтических стволовых клетках и имеет тенденцию 
к уменьшению количества эндотелиальных прогениторных клеток, несущих рецептор к эритропоэтину. 
Методом твердофазного иммуноферментного анализа в кондиционных средах от КМ-МНК выявлено, 
что длительное (72 часа) воздействие эритропоэтина на КМ-МНК способствует увеличению уровней 
продукции IL-1β, PDGF-AB и Epo по сравнению с базальным уровнем продукции (p < 0,05), а кратко-
временная инкубация КМ-МНК с эритропоэтином (60 минут) способствовала значимому повышению 
уровней продукции IL-1β, PDGF-AB и CXCL-12/SDF-1α, а также значимому снижению уровней про-
дукции IL-10 по сравнению с базальным уровнем продукции (p < 0,05).

Ключевые слова: костномозговые стволовые клетки, эритропоэтин, цитокины, ишемическая болезнь сердца

EFFECT OF ERYTHROPOIETIN ON CYTOKINE PRODUCTION 
BY STEM CELLS
Lykov A.P.a, b, Surovtseva M.A.a, b, Poveshchenko O.V.a, b, 
Bondarenko N.A.a, b, Kim I.I.a, b, Chernyavsky A.M.b, Fomichev A.V.b
a Research Institute of Clinical and Experimental Lymphology, Branch of the Institute of Cytology and Genetics, Siberian 
Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russian Federation 
b E. Meshalkin National Medical Research Center, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Erythropoietin (EPO) is mainly used to stimulate erythropoiesis. Its cytoprotective effects upon 
other cells of the human body and animals were recently shown, in particular, anti-apoptotic effect was 
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observed. EPO effect upon the cells is mediated by interaction with erythropoietin receptor, with a complex 
forming a heterodimeric bond with β-common chain (CD131). In the present work, we studied the changes in 
erythropoietin receptor expression, and production spectrum of biologically active molecules in bone marrow 
mononuclear cells (BM-MNC) of patients with coronary heart disease. The flow cytometric assays showed 
that short-term incubation of BM-MNC with erythropoietin caused increased expression of the erythropoietin 
receptors on hematopoietic stem cells and tended to reduce the number of endothelial progenitor cells carrying 
the erythropoietin receptors. Solid-phase enzyme immunoassay in conditioned media from BM-MNC revealed 
that long-term (72 hours) exposure of BM-MNC to erythropoietin promoted increased production of IL-1β, 
PDGF-AB, and Epo, if compared to the basal production level (p < 0.05). Short-term incubation of BM-
MNC with erythropoietin (60 minutes) caused a significant increase in the IL-1β, PDGF-AB and CXCL- 12/
SDF-1α production levels, as well as significant reduction in the IL-10 production levels compared to the basal 
levels (p < 0.05).

Keywords: bone marrow stem cells, erythropoietin, cytokine, ischemic heart disease

Введение
Альтернативным методом лечения ишемиче-

ской болезни сердца является клеточная терапия 
аутологичными костномозговыми стволовыми 
клетками [13, 15, 16]. Так, интрамиокардиальное 
введение аутологичных костномозговых моно-
нуклеаров (КМ-МНК) способствует регенера-
ции миокарда и восстановлению сократитель-
ной способности желудочков сердца [4, 7, 14, 
17]. Однако эффективность клеточной терапии 
зависит от микроокружения, в которое помеща-
ются клетки. В частности, окислительный стресс 
значительно снижает жизнеспособность клеток, 
а одним из веществ, способных влиять на жиз-
неспособность клеток, является эритропоэтин 
[9]. Показано, что эритропоэтин проявляет анти-
гипоксическое и антиапоптотическое действие, 
усиливает неоваскулогенез, мобилизирует эн-
дотелиальные прогениторные клетки и усили-
вает ангиогенез [3, 8]. Влияние эритропоэтина 
опосредуется его взаимодействием с рецептором 
для эритропоэтина, сформировавшийся ком-
плекс эритропоэтин/рецептор к эритропоэтину 
запускает каскад сигнальных путей с вовлече-
нием янус-киназы (JAK-2), сигнального прово-
дника и активатора транскрипции (STAT) и дру-
гих сигнальных путей, вовлеченных в регуляцию 
пролиферации, выживаемости и экспрессии ге-
нов [11]. В то же время влияние эритропоэтина 
на костномозговые стволовые клетки исследова-
но недостаточно.

Целью настоящего исследования явилось уста-
новление влияния эритропоэтина на уровни 
продукции цитокинов и экспрессию рецептора 
к эритропоэтину после инкубации костномозго-
вых мононуклеарных клеток с эритропоэтином 
in vitro.

Материалы и методы
Исследование проведено у 50 больных ишеми-

ческой болезнью сердца (43 мужчины и 7 женщин 
в возрасте 52-74 лет) с функциональным классом 

сердечной недостаточности по NYHA II-III клас-
са, давших информированное согласие. Аспират 
костного мозга забирали из подвздошной ко-
сти традиционным способом под местной ане-
стезией. КМ-МНК выделяли из костного моз-
га на градиенте плотности фиколл/верографин 
(ρ = 1,077 г/л). На проточном цитофлуориметре 
FACSCanto II (BD, США) исследовали количе-
ство клеток, несущих рецептор к эритропоэтину 
(EpoR, R&DS, США) и CD131 (BD, США) исход-
но и после инкубации с эритропоэтином. Экспо-
зицию КМ-МНК с эритропоэтином (Рекормон, 
Швейцария, 33,4 МЕ/мл) проводили в культу-
ральных флаконах в физиологическом раство-
ре с добавлением 10% аутологичной сыворотки 
в течение 60 минут при 37 °С в СО2-инкубаторе. 
Далее КМ-МНК трижды отмывали от остат-
ков эритропоэтина и аутологичной сыворотки 
при 1500 об/ мин в течение 5 минут. КМ-МНК, 
не подвергшиеся и подвергшиеся инкубации 
с эритропоэтином, инкубировали с монокло-
нальными антителами к рецептору эритропоэти-
на и к CD131, конъюгированные с фикоэритри-
ном или с аллофикоцианином, в течение 15 минут 
в темноте при комнатной температуре, далее 
клетки отмывали от меток и вносили фиксирую-
щий раствор, определяли количество клеток, не-
сущих данные маркеры на 10 000 клеток, и выра-
жали в %. Для исследования уровней продукции 
цитокинов клетками, 106/ мл КМ- МНК инку-
бировали в питательной среде ДМЕМ с добав-
лением 10% фетальной сыворотки плода (FCS, 
Биолот, Россия), 2мМ L-глутамина (ICN, США), 
80 мкг/ мл гентамицина (Дальхимфарм, Россия) 
и эритропоэтина (0 и 33,4 МЕ/ мл) в течение 
72  часов в СО2-инкубаторе при 37 °С, далее со-
бирали кондиционную среду, центрифугировали 
при 1500 об/мин в течение 5 минут, разливали 
по аликвотам и хранили при -70 °C. Кроме это-
го, получали кондиционные среды от КМ-МНК, 
предварительно проинкубированных с эритро-
поэтином, отмытых от остатков эритропоэтина 
и помещенных в аналогичную питательную сре-
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ду с добавками, но без внесения эритропоэтина 
и инкубировали в аналогичных условиях 72 часа, 
далее кондиционную среду собирали, центрифу-
гировали при 1500 об/ мин в течение 5 минут, раз-
ливали по аликвотам и хранили при -70 °C. В кон-
диционных средах исследовали уровни IL- 1β, 
IL-6, IL-8, IL-10, TNFα, TGF-β1, PDGF-AB, 
VEGF, FGF basal, Epo, IGF- 1, CXCL- 12/ SDF-1α, 
MMP-9, TIMP-1 методом твердофазного имму-
ноферментного анализа. Кроме этого, в конди-
ционных средах оценивали уровни стойких ме-
таболитов NO с использованием реактива Грисса. 
Статистическую обработку данных проводили 
с использованием программы Statistica 6.0 for 
Windows (Stat Soft, США). Полученные дан-
ные проверяли на нормальность распределения 
согласно W-критерию Шапиро–Уилка, меры 
центральной тенденции и рассеяния описаны 
медианой, нижним и верхним квартилями – 
Me (Q0,25-Q0,75); статистически значимое различие 
рассчитывали по U-критерию Манна–Уитни и 
принимали при значении p < 0,05. Связь между 
различными признаками определяли с помощью 
корреляционного анализа величиной коэффици-
ента корреляции Спирмена (r).

Результаты
Эритропоэтин увеличивает экспрессию рецеп-

тора к эритропоэтину на гемопоэтических стволо-
вых клетках

Как видно из таблицы 1, кратковременная 
инкубация КМ-МНК с эритропоэтином спо-
собствует увеличению относительного количе-
ства гемопоэтических стволовых клеток (CD34+/
CD45+), несущих на своей мембране рецептор 
к эритропоэтину в сравнении с исходным уров-
нем (p < 0,05). В то же время отмечена тенденция 
уменьшения относительного количества клеток 
с фенотипом CD34+/CD45-, несущих рецептор 
к эритропоэтину, а также количества клеток, 
несущих на своей мембране CD131 и рецептор 

к эритропоэтину, по сравнению с исходным коли-
чеством таких клеток до инкубации с эритропоэ-
тином, хотя статистически незначимо (p > 0,05).

Эритропоэтин стимулирует продукцию IL-1β
Одним из функциональных свойств полно-

ценности клеточного трасплантата, используе-
мого для регенеративной медицины, является 
уровень секреторной активности клеток, а имен-
но уровень продукции цитокинов, ростовых фак-
торов, металлопротеаз и молекул межклеточного 
взаимодействия (оксид азота). Нами показано, 
что КМ-МНК спонтанно продуцируют широкий 
спектр биологически активных веществ, включая 
провоспалительные (IL-1β, TNFα, IL-6) и про-
тивовоспалительные (IL-10) цитокины, факторы 
роста (PDGF-AB, VEGF, FGF basal, Epo, IGF-1, 
TGF-β1), металлопротеазы и ингибиторы метал-
лопротеаз (MMP-9, TIMP-1), хемокины (IL-8, 
CXCL-12/SDF-1α) и NO (табл. 2). Необходимо 
отметить тот факт, что без стимуляции в спектре 
продукции цитокинов отмечено преобладание 
фона противовоспалительного цитокина (IL-10), 
что можно расценивать как сдерживающее влия-
ние на пролиферативный потенциал клеток.

В то же время после длительной инкубации 
КМ-МНК с эритропоэтином (72 часа) отмече-
но значимое смещение продукции цитокинов 
в сторону провоспалительного спектра (IL-1β, 
p < 0,05) в сравнении с уровнями продукции 
клетками без стимуляции. Также длительная сти-
муляция КМ-МНК эритропоэтином увеличивает 
уровни продукции PDGF-AB и Epo по сравне-
нию с базальным уровнем продукции (p < 0,05). 
В отношении других биоактивных молекул 
(TNFα, IL- 6, IL-8, IL-10, TGF-β1, VEGF, FGF 
basal, IGF-1, CXCL- 12/SDF-1α, MMP-9, TIMP- 1 
и NO), продуцируемых КМ-МНК, длительная 
инкубация клеток с эритропоэтином не приво-
дила к значимому изменению уровней продук-
ции (p > 0,05).

Кратковременная инкубация КМ-МНК с эри-
тропоэтином (60 минут) способствовала значи-

ТАБЛИЦА 1. КОЛИЧЕСТВО КМ-МНК, НЕСУЩИХ EpoR И CD131, ДО И ПОСЛЕ ИНКУБАЦИИ С ЭРИТРОПОЭТИНОМ,  
Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. QUANTITY OF BM-MNC EXPRESSED EpoR AND CD131 BEFORE AND POST-TREATMENT WITH ERYTHROPOIETIN, 
Me (Q0.25-Q0.75)

Фенотип КМ-МНК
Phenotype of BM-MNC

Исходно
Basal

После инкубации 
с эритропоэтином

Post-treatment with erythropoietin
CD34+/CD45+/EpoR+ 0,94 (0,50-6,25) 4,65 (1,90-15,47)*
CD34+/CD45-/EpoR+ 0,64 (0,40-0,94) 0,5 (0,3-0,6)
CD131+/EpoR+ 5,1 (4,8-5,4) 3,45 (1,1-5,8)

Примечание. * p – статистическая значимость различия с исходным показателем (p < 0,05).
Note. * p, significance of differences with basal parameters (p < 0.05).
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мому повышению уровней продукции IL-1β, 
PDGF-AB и CXCL-12/SDF-1α, а также значимо-
му снижению уровней продукции IL-10 по срав-
нению с базальным уровнем продукции данных 
биологически активных молекул клетками без 
стимуляции эритропоэтином (p < 0,05). Также 
не выявлено существенного изменения уровней 
продукции КМ-МНК (TNFα, IL-6, IL-8, TGF-β1, 
VEGF, FGF basal, IGF-1, MMP-9, TIMP-1 и NO) 
после кратковременной инкубации с эритропоэ-

тином в сравнении с аналогичными параметра-
ми без стимуляции (p > 0,05). Необходимо отме-
тить тот факт, что кратковременная инкубация 
КМ- МНК с эритропоэтином вела к значимому 
снижению уровней продукции Epo по сравнению 
с аналогичным параметром после длительной 
стимуляции клеток эритропоэтином (p < 0,05).

Взаимосвязи клеток с цитокинами
Между исходным количеством клеток с фено-

типом CD34+/CD45+/EpoR+ и уровнями продук-

ТАБЛИЦА 2. УРОВНИ ПРОДУКЦИИ КМ-МНК ЦИТОКИНОВ И NO

TABLE 2. BM-MNC CYTOKINE AND NO PRODUCTION

Цитокины
Cytokines

Тип продукции
Type of production

Спонтанная
Basal

Cтимулированная 
эритропоэтином

Erythropoetin stimulated

Спонтанная 
после инкубации 

с эритропоэтином
Basal after erythropoietin-

treatment
IL-1β (пг/мл)
pg/ml 10,25 (5,12-20,10) 60,65 (34,25-72,05)* 37,85 (34,20-56,20)*

TNFα (пг/мл)
pg/ml 12,25 (4,97-36,35) 16,94 (7,70-28,00) 23,0 (10,3-1026,4)

IL-6 (пг/мл)
pg/ml 1615 (1208-1743) 1651,0 (1208,5-1776,0) 1560 (824-1666)

IL-8 (пг/мл)
pg/ml 1260 (1225-1320) 1270,5 (1164,0-1353,0) 1268 (1218-1280)

IL-10 (пг/мл)
pg/ml 193 (63-305) 96,0 (26,5-223,4) 42,8 (13,6-81,0)*

TGF-β1 (пг/мл)
pg/ml 3,14 (2,73-5,92) 2,36 (1,52-4,94) 5,70 (2,04-21,20)

PDGF-AB (пг/мл)
pg/ml 97,5 (76,8-123,0) 1310 (1240-1310)* 1270 (1220-1400)*

VEGF (пг/мл)
pg/ml 128,5 (113,0-275,5) 139,0 (117,5-384,5) 129 (121-133)

FGF basal (пг/мл)
pg/ml 73 (70-75) 72,5 (70,5-149,0) 73,5 (72,5-90,0)

Epo (мМЕ/мл)
mIU/ml 446,10 (192,00-755,85) 844,8 (841,5-849,1)* 705,6 (265,6-836,8)**

IGF-1 (нг/мл)
ng/ml 0,18 (0,15-0,21) 0,24 (0,18-0,28) 0,22 (0,16-0,25)

CXCL-12/SDF-1α (пг/мл)
pg/ml 10320 (1000-10320) 10580 (10320-21820) 10860 (10560-11500)*

MMP-9 (нг/мл)
ng/ml 17 (12-21) 14,5 (12,5-24,5) 11,5 (11,0-12,0)

TIMP-1 (нг/мл)
ng/ml 43 (36-52) 52,5 (43,0-84,5) 48,5 (39,0-51,0)

NO (µМ/мл)
µМ/ml 1,1 (1,0-1,2) 1,05 (0,95-1,20) 1,0 (0,5-1,2)

Примечание. * p – статистическая значимость различия со спонтанной продукцией (p < 0,05), ** p – статистическая 
значимость различия с продукцией, стимулированной эритропоэтином.

Note. * p, significance of differences with basal production (p < 0.05), ** p, significances with erythropoietin stimulated production 
(p < 0.05).
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ции КМ-МНК после кратковременной стиму-
ляции эритропоэтином TNFα и IL-6 выявлены 
разнонаправленные взаимосвязи (r = -0,633611, 
p < 0,05 и r = 0,523682, p < 0,05 соответственно), 
что может указывать на вклад клеток данного 
фенотипа в продукцию этих цитокинов. Коли-
чество клеток с фенотипом CD34+/CD45+/EpoR+ 
после кратковременной инкубации с эритропо-
этином находилось в обратной и сильной связи 
с уровнями продукции TNFα, TGF-β1 и MMP- 9 
(r = -0,733333, p < 0,05; r = -0,61863, p < 0,05 
и r = -0,92582, p < 0,05 соответственно), что также 
указывает на существенный вклад данного фено-
типа костномозговых стволовых клеток в спектр 
продукции биологически активных молекул. В то 
же время количество клеток с фенотипом CD34+/
CD45-/EpoR+ после кратковременной инкуба-
ции с эритропоэтином находилось в прямой 
и сильной взаимосвязи с уровнями продукции 
IL-1β и Epo (r = 0,723408, p < 0,05 и r = 0,487593, 
p < 0,05 соответственно), что отражает роль этого 
фенотипа клеток во вкладе в спектр продуцируе-
мых КМ-МНК биологически активных молекул.

Уровни продукции NO взаимосвязаны с уров-
нями продукции IL-1β и Epo (r = 0,728895, 
p < 0,05 и r = 0,738177, p < 0,05 соответственно), 
уровни продукции TNFα сопряжены с уровнями 
продукции Epo (r = 0,738095, p < 0,05), уровни 
продукции IL-6 взаимосвязаны с уровнями про-
дукции IL-8 (r = 0,753145, p < 0,05), а уровни про-
дукции IL-10 сопряжены с уровнями продукции 
TGF-β1 (r = 0,8, p < 0,05) КМ-МНК при длитель-
ной стимуляции эритропоэтином. В то же время 
уровни продукции IL-1β взаимосвязаны с уров-
нями продукции IL-6 (r = 0,809524, p < 0,05), 
уровни продукции IL-6 – с уровнями продукции 
IL-10 (r = 0,711303, p < 0,05), уровни продукции 
IL-8 – с уровнями продукции IGF-1 (r = 0,80387, 
p < 0,05), а уровни продукции IL- 10 сопряжены 
с уровнями продукции Epo и NO (r = 0,574966, 
p < 0,05 и r = 0,665943, p < 0,05 соответствен-
но), что отражает наличие сложной сети взаи-
мовлияний (сдерживание и/или стимуляция) 
между биологически активными молекулами, 
продуцируемыми костномозговыми стволовыми  
клетками.

Обсуждение
Регенеративная медицина ишемических за-

болеваний на основе стволовых клеток рас-
сматривается как новый метод восстановления 
ишемизированных тканей и стимулирования 
неоангиогенеза. Эритропоэтин способствует вы-
живаемости, пролиферации и дифференциров-
ке эритроидных прогениторов. Рецептор к эри-
тропоэтину – это 95 кДа пептид, выявленный 
не только на эритроидных, но и на эндотелиаль-

ных клетках, мононуклеарах периферической 
крови. Известны антиишемические эффекты 
эритропоэтина, но механизмы этого действия из-
учены недостаточно. Показано, что эритропоэ-
тин увеличивает пролиферацию эндотелиоцитов 
и нео ангиогенез, запускает пролиферацию, диф-
ференцировку и адгезию прогениторных клеток 
и проявляет антиапоптотическое влияние [5, 12].

Выявленное нами увеличение количе-
ства гемопоэтических клеток с фенотипом 
CD34+/ CD45+, экспрессирующих рецептор 
к эритропоэтину, не противоречит литератур-
ным данным. Так, авторы показали, что среди 
мобилизованных в периферическое русло кост-
номозговых стволовых клеток, введением грану-
лоцитарного колониестимулирующего фактора, 
у здоровых доноров до 40% клеток несли рецеп-
тор к эритропоэтину [10]. В нашем исследова-
нии мы целенаправленно исследовали уровни 
экспрессии рецептора к эритропоэтину среди 
предшественников гемопоэза (CD34+/CD45+) 
и среди предшественников эндотелиальных про-
гениторных клеток (CD34+/CD45-), что суще-
ственно уменьшало количество клеток в общем 
пуле КМ-МНК, экспрессирующих рецептор 
к эритропоэтину, но выявленное нами увеличе-
ние гемопоэтических стволовых клеток, несущих 
рецептор к эритропоэтину, укладывается в ре-
зультаты других исследований и не противоре-
чит им. В отношении выявленного уменьшения 
количества клеток с фенотипом CD34+/CD45-, 
экспрессирующих рецептор к эритропоэтину, в 
доступной нам литературе такого рода исследо-
ваний не выявлено, но показано, что эритропо-
этин способствует мобилизации эндотелиальных 
клеток в очаг ишемии [6]. В работе авторов на эн-
дотелиальной линии из вен пуповины (HUVEC) 
было показано, что связывание эритропоэтина 
с рецептором к эритропоэтину зависит от време-
ни экспозиции и достигает пика через 4 часа, при 
этом необходимо помнить об интернализации 
комплекса эритропоэтин/рецептор к эритропо-
этину, что может привести к уменьшению коли-
чества рецепторов к эритропоэтину на мембране 
клеток [1].

Известно, что эритропоэтин влияет на клет-
ки с образованием гетеродимерного комплекса 
с β-общей цепью (CD131), трансмембранным 
гликопротеином суперсемейства иммуноглобу-
линов с молекулярной массой 120-140 кДа, что 
обеспечивает цитопротекторный эффект [2]. 
Кроме этого, авторы показали, что на эндотели-
альных клетках из пуповинной крови после ин-
кубации с эритропоэтином увеличивается экс-
прессия рецептора к эритропоэтину и CD131, 
что отражает их возможную ковалентную связь. 
В нашем исследовании мы не выявили суще-
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ственного влияния кратковременной экспози-
ции КМ-МНК с эритропоэтином на количество 
клеток, экспрессирующих CD131 и рецептор 
к эритропоэтину. Возможно, что это следствие 
недостаточной длительности инкубации клеток 
с эритропоэтином и оценки экспрессии этих 
поверхностных молекул в общем пуле клеток, 
а не на отдельном типе стволовых клеток. Эри-
тропоэтин – основной регулятор эритропоэза, 
но имеет и негемопоэтический эффект. У имаго 
вовлечен в физиологический и патологический 
ангиогенез, врожденный ответ организма на по-
вреждение тканей, особенно на ишемию. На мо-
лекулярном уровне цитопротекторный эффект 
эритропоэтина опосредован ассоциацией рецеп-
тора к эритропоэтину с CD131, что подтвержде-
но на knockout по CD131 мышах, не способных 
к развитию цитопротекторного эффекта в ответ 
на эритропоэтин [2].

Способность эритропоэтина влиять на про-
дукцию клетками биологически активных 

веществ подтверждена и в исследовании ав-
торов [10]. В ответ на эритропоэтин мобили-
зованные из костного мозга гранулоцитарным 
колониестимулирующим фактором стволовые 
клетки отвечали увеличением экспрессии (IL-8, 
IL-10, FGF basal, PDGF, MMP-9 и интегринов) 
опосредованно через активацию JAK2 и Akt сиг-
нальных путей.

Заключение
Наличие взаимосвязей между количеством 

стволовых клеток в общем пуле КМ-МНК, 
экспрессирующих рецептор к эритропоэтину, 
с уровнями продукции клетками биологиче-
ски активных веществ может отражать их вклад 
в стимуляцию или же снижение этой продукции 
в ответ на кратковременное (60 минут) или дли-
тельное (72 часа) воздействие эритропоэтина 
на КМ-МНК у больных с ишемической болез-
нью сердца.
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ИММУНОРЕГУЛЯЦИЯ СОДЕРЖАНИЯ ЭСТРАДИОЛА 
И ПРОГЕСТЕРОНА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЖЕНЩИН 
В ПОСТМЕНОПАУЗЕ
Глушков А.Н.1, Поленок Е.Г.1, Мун С.А.1, Гордеева Л.А.1, 
Луценко В.А.2, Вафин И.А.3, Вержбицкая Н.Е.2, Колпинский Г.И.4, 
Костянко М.В.5
1 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр угля и углехимии» Сибирского отделения Российской 
академии наук, г. Кемерово, Россия  
2 ГБУЗ Кемеровской области «Областной клинический онкологический диспансер», г. Кемерово, Россия  
3 ГКУЗ Кемеровской области «Кемеровский областной центр крови», г. Кемерово, Россия  
4 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный медицинский университет», г. Кемерово, Россия  
5 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный университет», г. Кемерово, Россия

Резюме. Известно, что при иммунизации животных против эстрадиола (Es) и прогестерона (Pg) 
образуются специфические антитела, модулирующие содержание этих гормонов в сыворотке крови 
и их биологические эффекты. Предположили, что аутоантитела к Es и Pg у человека могут влиять 
на уровни этих гормонов в сыворотке крови. Цель исследования – выявить предполагаемые корре-
ляционные взаимосвязи между содержанием Es к Pg с уровнями специфических антител в сыворотке 
крови здоровых женщин и больных раком молочной железы (РМЖ) в постменопаузе. Исследовали 
содержание Es и Pg, а также специфических антител класса А (IgA-Es и IgA-Pg) в сыворотке крови 
у 226 здоровых женщин и 633 больных РМЖ с помощью иммуноферментного анализа. Содержание 
Es (nmol/l) у больных РМЖ оказалось выше, чем у здоровых женщин (0,25 против 0,16; р < 0,0001), 
а содержание Pg – ниже (0,79 против 0,87; р < 0,0001). Индивидуальные соотношения Pg/Es у боль-
ных РМЖ были ниже, чем у здоровых (3,19 против 6,64; р < 0,0001). Индивидуальные соотношения 
специфических антител (IgA-Pg/IgA-Es) коррелировали с уменьшением содержания Es (rs = -0,15; 

p = 0,029) и с увеличением содержания Pg (rs = 0,38; р < 0,0001) и с увеличением Pg/Es (rs = 0,29; 
р < 0,0001) у здоровых женщин. У больных РМЖ выявлены аналогичные взаимосвязи (соответствен-
но: rs = -0,14; р < 0,001; rs = 0,1; р = 0,009; rs = 0,15; р < 0,0001). При этом уменьшение Es и увеличение 
Pg и Pg/Es у больных РМЖ было менее выражено, чем у здоровых: коэффициенты a в уравнениях 
регрессии у = ах+b (где у = уровень гормонов, х = уровень антител) у больных в 3-4 раза меньше, 
чем у здоровых. Выявленные особенности взаимосвязей уровней гормонов и специфических анти-
тел были характерны только для ER+/PR+ РМЖ, но не для ER+/PR- и ER-/PR- РМЖ. Таким образом, 
подтвердили предположение об участии специфических антител в регуляции содержания стероидных 
гормонов в сыворотке крови человека. У больных РМЖ иммунологические механизмы регуляции 
гормонального статуса ослаблены.

Ключевые слова: антитела, стероидные гормоны, эстрадиол, прогестерон, рак молочной железы, гормональные рецепторы
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IMMUNOREGULATION OF BLOOD SERUM ESTRADIOL AND 
PROGESTERONE LEVELS IN POSTMENOPAUSAL WOMEN
Glushkov A.N.a, Polenok E.G.a, Mun S.A.a, Gordeeva L.A.a, 
Lutsenko V.A.b, Vafin I.A.c, Verzhbitskaya N.E.b, Kolpinsky G.I.d, 
Kostyanko M.V.e
a Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Kemerovo, 
Russian Federation  
b Regional Clinical Oncology Dispensary, Kemerovo, Russian Federation  
c Regional Center of Blood, Kemerovo, Russian Federation  
d Kemerovo State Medical University, Kemerovo, Russian Federation  
e Kemerovo State University, Kemerovo, Russian Federation 

Abstract. Specific antibodies against estradiol (Es) and progesterone (Pg) are known to modulate blood 
serum concentrations of these hormones and their biological effects after immunization of animals. It was 
suggested that specific IgA-Es and IgA-Pg could influence on Es and Pg levels in human blood serum. The 
purpose of this study was to identify the suggested correlations between serum Es and Pg and specific IgA-
Es and IgA-Pg in postmenopausal healthy women (HW) and breast cancer patients (BCP). The serum levels 
of Es, Pg, IgA-Es and IgA-Pg were studied in 226 HW and 633 BCP by means of solid-phase immunoassay. 
The following results were obtained. The levels of Es in BCP (0.25 nmol/l) were higher than in HW (0.16; 
р < 0.0001). The levels of Pg were lower (0.79 vs 0.87; р < 0.0001), and individual Pg/Es ratios were lower (3.19 
vs 6.64; р < 0.0001). Individual IgA-Pg/IgA-Es ratios correlated with decrease of Es (rs = -0.15; p = 0.029), with 
increase in Pg (rs = 0.38; р < 0.0001), and with increased Pg/Es ratio (rs = 0.29; р < 0.0001) in healthy women. 
Similar correlations were determined in BCP (correspondingly: rs = -0.14, р < 0.001; rs = 0.1, р = 0.009; 
rs = 0.15, р < 0.0001). The decrease of Es and increase of Pg and Pg/Es in BCP were less significant than in 
HW: the a quotients in regression у = ах+b (y = hormones levels and x = antibodies levels) in BCP were 3 to 
4-fold lower than in HW. These peciliarities of interrelations between hormones and specific antibody levels 
were revealed only in ER+/PR+ BCP but not in ER+/PR- and ER-/PR- BCP. In conclusion, we have confirmed 
a suggestion about participation of specific antibodies in regulation of steroids levels in human blood serum. 
The immune regulation of hormonal status was weakened in BCP.
Keywords: antibodies, steroid hormones, estradiol, progesterone, breast cancer, hormone receptors

Работа выполнена в рамках проекта VI.59.1.1. 
Программы фундаментальных научных исследо-
ваний СО РАН (гос. задание № 0352-2018-0018).

Введение 
Стероидные гормоны, будучи низкомолеку-

лярными химическими соединениями, не обла-
дают иммуногенностью. Однако в конъюгации 
с макромолекулярными носителями они ста-
новятся гаптенами и приобретают способность 
индуцировать синтез специфических антител 
(АТ). В многочисленных экспериментах, выпол-
ненных еще в 1970-1980 гг., показано, что им-
мунизация животных белковыми конъюгатами 
стероидных гормонов приводила к образованию 
специфических АТ, значительным изменениям 
гормонального статуса и сопровождалась выра-
женными биологическими эффектами.

Так, при иммунизации против эстрадиола (Es) 
или эстрона наблюдали повышение в крови уров-
ней не только эстрогенов, но и прогестерона (Pg), 
гонадотропина и лютеинизирующего гормо-
на [19, 20], а также нарушения овуляции и ферти-

лизации [22, 24]. Иммунизация мышей против Es 
приводила к замедлению возникновения и роста 
опухолей после имплантации Es-чувствительной 
аденокарциномы молочной железы [8]. Авто-
ры объясняли этот эффект связыванием Es-
специфическими АТ. 

Активная иммунизация животных коньюгата-
ми Pg-белок сопровождалась повышением в цир-
кулирующей крови уровней Pg, Es и лютеинизи-
рующего гормона [7, 9, 13, 17] и нарушениями 
репродуктивных функций у самок [10, 11, 23].

Влияние специфических ауто-АТ на содержа-
ние стероидных гормонов у человека, в том числе 
при различных гормонозависимых заболеваниях, 
изучено недостаточно. Описана роль сенсиби-
лизации к Pg в клинике привычного невынаши-
вания беременности [1]. Гиперчувствительность 
к Es и Pg обнаружена при астме, аутоиммунном 
дерматите, предменструальном синдроме, дисме-
норее и невынашиваемости беременности у жен-
щин [14, 15, 16, 21]. Выявлены корреляционные 
взаимосвязи уровней Es и Pg со специфическими 
АТ у беременных женщин и их особенности при 
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врожденных пороках развития плода [2]. Полу-
чены предварительные данные об ассоциациях 
ауто-АТ к Es и Pg с содержанием этих гормонов 
в сыворотке крови у больных раком молочной 
железы [5].

Результаты приведенных выше эксперимен-
тальных и клинических исследований позволя-
ют предположить, что АТ к Es и Pg принимают 
участие в регуляции содержания этих гормонов 
в сыворотке крови человека.

Цель настоящего исследования – выявить 
предполагаемые корреляционные взаимосвязи 
между содержанием Es и Pg с уровнями специфи-
ческих АТ в сыворотке крови здоровых женщин 
и больных РМЖ в постменопаузе. 

Материалы и методы
В обследовании приняли участие 859 женщин 

в постменопаузе, в том числе 633 с диагнозом 
«инвазивная карцинома молочной железы», по-
ступившие на лечение в Областной клинический 
онкологический диспансер г. Кемерово. Диагноз 
РМЖ в каждом случае был подтвержден морфо-
логически. У большинства женщин была выявле-
на I и II стадии заболевания (36,2 и 46,7%), III и IV 
стадии составили 16,6 и 0,5% соответственно. Со-
гласно рецепторному статусу опухоли молочной 
железы были выделены 3 подгруппы: 142 (22,4%) 
женщины с рецептор-негативными опухолями 
(ER-/PR-), 360 (56,9%) – с рецептор-положи-
тельными опухолями (ER+/PR+) и 123 (19,4%) – 
со смешанным типом опухолей (ER+/PR-). Ин-
формация о рецепторном статусе опухоли (ER+/-, 
PR+/-) у больных РМЖ была взята из протоколов 
патологоанатомического отделения. Медиана 
возраста женщин в исследуемой группе – 62 года 
(интерквартильный размах 57- 69).

В группу сравнения были включены 226 услов-
но здоровых женщин, проживающих на террито-
рии Кемеровской области, и доноры из Кеме-
ровского центра крови, без патологии молочной 
железы. Медиана возраста женщин в группе срав-
нения – 57 лет (интерквартильный размах 42-80). 

Забор периферической крови осуществлялся 
согласно этическим стандартам в соответствии 
с Хельсинкской декларацией 1975 г. и «Прави-
лами клинической практики в Российской Фе-
дерации», утвержденными Приказом Минздрава 
РФ № 266 от 19.06.2003 г. Все женщины, участво-
вавшие в исследовании, дали информированное 
письменное согласие на участие в нем.

Иммуноанализ АТ к Es и Pg класса А (IgА-Es, 
IgА-Pg) проводили с помощью неконкурентного 
иммуноферментного анализа, подробная мето-
дика описана в работе [3]. В качестве антигенов 
на полистирольные иммунологические план-
шеты были иммобилизованы конъюгаты Es и Pg 
с бычьим сывороточным альбумином (BSA). 

Конъюгат Es-BSA был синтезирован путем при-
соединения BSA к эстрадиолхинонам, получен-
ным окислением Es солью Фреми. Коньюгат 
Pg-BSA был получен путем конъюгации гемиглу-
тарата 21-гидроксипрогестерона и BSA карбоди-
имидным способом. Иммунологические планше-
ты сенсибилизировали конъюгатами гаптен-BSA 
в течение ночи при комнатной температуре. Об-
разцы сыворотки крови в разведении 1:20 вноси-
ли по 100 мкл в лунки планшета в дублях, инку-
бировали 1 ч при 37 °С на шейкере. Cвязавшиеся 
АТ выявляли с помощью козьих АТ против IgА 
человека, меченных пероксидазой хрена (Novex, 
США), разведение конъюгата 1:10000. Регистра-
цию адсорбированных на планшете АТ проводи-
ли с помощью субстратного буфера, содержащего 
тетраметилбензидин (TMB, США), на фотоме-
тре (Униплан, Россия) при длине волны 450 нм. 
Уровни АТ выражали в относительных единицах 
и вычисляли по формуле: 

IgА-X = (ODX-BSA-ODBSA)/ODBSA,
где X = Es, Pg; ODX-BSA – связывание АТ с конъю-
гатом гаптен-BSA, ODBSA – фоновое связывание 
с BSA. 

Концентрацию стероидных гормонов (Es, 
Pg) определяли с помощью коммерческих набо-
ров «ИммуноФА-Эстрадиол», «ИммуноФА-ПГ» 
(«Иммунотех», г. Москва) согласно инструкции 
по применению.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программы Statistica 8.0 
(StatSoft Inc., США). Ненормальный характер 
распределения показателей выявили с помо-
щью критерия Шапиро–Уилка, и в дальнейшем 
для выявления различий между группами ис-
пользовали U-критерий Манна–Уитни для не-
зависимых выборок. За критический уровень 
значимости принималось значение p < 0,05. 
Взаимосвязи между уровнями специфичных 
АТ выявляли с помощью ранговой корреляции 
по Спирмену. 

Результаты
Содержание эстрадиола и прогестерона в сыво-

ротке крови женщин в постменопаузе
Измерили содержание Es и Pg в сыворотке 

крови и рассчитали индивидуальные соотноше-
ния Pg/Es у женщин в постменопаузе, здоровых 
и больных РМЖ. В таблице 1 представлены ре-
зультаты сопоставления сравниваемых групп 
по этим показателям. Медианы уровней Es ока-
зались статистически значимо выше, а Pg – ниже 
у больных РМЖ. Соответственно, и соотноше-
ние Pg/Es у больных РМЖ было ниже, чем в кон-
троле.

Содержание Es было одинаково низким в трех 
основных подгруппах больных РМЖ по статусу 
гормональных рецепторов. Уровни Pg у больных 
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РМЖ с ER+/PR+ оказались статистически зна-
чимо выше, чем с ER-/PR- и ER+/PR- РМЖ, но 
ниже, чем у здоровых женщин. По соотношени-
ям Pg/Es указанные подгруппы не различались, 
по-видимому, из-за очень низких уровней Es.

Не выявлено никаких различий по уровням Es 
и Pg, а также по соотношению Pg/Es между боль-
ными в разных стадиях РМЖ.

Взаимосвязи уровней эстрадиола и прогестеро-
на и специфических антител у женщин в постмено-
паузе

Измерили уровни АТ класса А, специфичных 
Es и Pg, рассчитали индивидуальные соотноше-
ния IgA-Pg/IgA-Es и исследовали предполагае-
мые взаимосвязи с содержанием Es и Pg в сыво-
ротке крови здоровых женщин и больных РМЖ 
с помощью корреляционного анализа. Результа-
ты представлены в таблице 2. 

У здоровых женщин содержание Es слабо кор-
релировало с уровнями IgA-Es (положительно) 
и с соотношением Pg/Es (отрицательно), но не с 
IgA-Pg. Содержание Pg оказалось взаимосвязан-
ным с уровнями IgA-Pg и с IgA-Pg/IgA-Es (по-
ложительная, статистически высокодостоверная 
корреляция), но не с IgA-Es. Взаимосвязь Pg/Es 
с IgA-Es оказалась слабой отрицательной, а с IgA-

Pg/IgA-Es-положительной, статистически высо-
ко значимой. 

У больных РМЖ выявили отрицательные вза-
имосвязи Es с IgA-Pg (слабые) и IgA-Pg/IgA-Es 
(статистически высокозначимые), но не с IgA-Es. 
Содержание Pg слабо коррелировало с IgA-Pg и с 
IgA-Pg/IgA-Es (положительно), но не с IgA-Es. 
Положительные корреляционные связи Pg/Es 
проявились с IgA-Pg и с IgA-Pg/IgA-Es (высоко-
значимые), но не с IgA-Es.

У здоровых женщин коэффициенты a в урав-
нениях регрессии, описывающих взаимосвязи 
уровней исследуемых гормонов с соотношением 
IgA-Pg/IgA-Es, оказались в 2 раза ниже для Es и в 
4 раза выше для Pg и Pg/Es, чем у больных РМЖ. 
Обнаруженные различия наглядно изображены 
на рисунке 1. 

Взаимосвязи уровней эстрадиола и прогестеро-
на со специфичными антителами у больных раком 
молочной железы с различным статусом гормональ-
ных рецепторов в опухоли

Описанные выше взаимосвязи, выявленные 
в общей группе больных РМЖ, имели характер-
ные особенности в зависимости от наличия/от-
сутствия рецепторов Es и Pg в трех основных под-
группах (табл. 3).

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ЭСТРАДИОЛА (Es), ПРОГЕСТЕРОНА (Pg) И Pg/Es В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЗДОРОВЫХ 
ЖЕНЩИН И БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (РМЖ), Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. BLOOD SERUM LEVELS OF ESTRADIOL (Es), PROGESTERONE (Pg) AND Pg/Es RATIOS IN POSTMENOPAUSAL 
HEALTHY WOMEN AND BREAST CANCER PATIENTS (BCP), Me (Q0.25-Q0.75) 

Группа
Group N Es (nmol/l) Pg (nmol/l) Pg/Es

1. Здоровые
1. Healthy women 226 0,16 (0,09-0,28) 0,87 (0,75-1,27) 6,64 (3,08-12,69)

2. Больные РМЖ
2. Breast cancer patients 633 0,25 (0,18-0,38) 0,79 (0,66-1,05) 3,19 (1,98-5,31)

р 1-2 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
3.1. РМЖ ER-/PR- 
3.1. BCP ER-/PR- 
3.2. РМЖ ER+/PR- 
3.2. BCP ER+/PR-

3.3. РМЖ ER+/PR+

3.3. BCP ER+/PR+

142

123

360

0,25 (0,19-0,38)

0,25 (0,17-0,36)

0,25 (0,18-0,39)

0,76 (0,64-0,93)

0,76 (0,64-0,91)

0,81 (0,68-1,22)

3,14 (1,98-4,68)

3,09 (2,08-4,99)

3,27 (1,87-6,24)

р 3.1-3.2 
р 3.1-3.3 
р 3.2-3.3 
р 1-3.3

0,374
0,929
0,317

< 0,0001

0,573
0,034
0,006
0,005

0,940
0,491
0,544

< 0,0001
4.1. РМЖ I стадия
4.1. BCP I stage
4.2. РМЖ II стадия
4.2. BCP II stage
4.3. РМЖ III+IV стадия
4.3. BCP III+IV stage

229

296

108

0,25 (0,17-0,35)

0,25 (0,17-0,39)

0,25 (0,20-0,40)

0,79 (0,64-1,10)

0,79 (0,68-1,06)

0,79 (0,67-0,96)

3,25 (2,16-5,77)

3,23 (1,86-5,46)

3,03 (1,87-4,22)

р 4.1-4.2 
р 4.1-4.3 
р 4.2-4.3 

0,336
0,113
0,376

0,293
0,860
0,560

0,765
0,205
0,223



873

Иммунорегуляция гормонального статуса
Immune regulation of estradiol and progesterone levels2019, Vol. 21,  5

2019, Т. 21, № 5

ТАБЛИЦА 2. ВЗАИМОСВЯЗИ УРОВНЕЙ СТЕРОИДНЫХ ГОРМОНОВ (y) И СПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ (x) 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЗДОРОВЫХ ЖЕНЩИН И БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (РМЖ) 
TABLE 2. CORRELATIONS OF STEROIDS LEVELS (y) AND SPECIFIC ANTIBODIES LEVELS (x) IN THE BLOOD SERUM OF 
THE HEALTHY WOMEN AND BREAST CANCER PATIENTS

Антитела
Antibodies

Es Pg Pg/Es
rs (p) y = ax+b rs (p) y = ax+b rs (p) y = ax+b

Здоровые женщины
Healthy women 

n = 226

1. IgA-Es

2. IgA-Pg

3. IgAPg/IgA-Es

0,16
(0,015)
0,05

(0,473)
-0,15
(0,029)

y = 0,01x+0,19

y = 0,002x+0,24

y = -0,08x+0,31

-0,08
(0,250)
0,18

(0,006)
0,38

(< 0,0001)

y = -0,01x+1,10

y = 0,07x+0,87

y = 0,59x+0,60

-0,16
(0,016)
0,05

(0,434)
0,29

(< 0,0001)

y = -0,59x+11,64

y = 0,003x+9,38

y = 4,98x+5,55

Больные РМЖ
Breast cancer patients 

n = 633

1. IgA-Es

2. IgA-Pg

3. IgA-Pg/IgA-Es

0,02
(0,548)
-0,08
(0,043)
-0,14

(< 0,001)

y = 0,003x+0,29

y = -0,006x+0,31

y = -0,04x+0,33

0,04
(0,314)
0,13

(0,002)
0,10

(0,009)

y = -0,002x+0,95

y = 0,03x+0,85

y = 0,13x+0,84

0,01
(0,898)
0,12

(0,002)
0,15

(< 0,0001)

y = -0,02x+5,58

y = 0,33x+4,65

y = 1,19x+4,54

ТАБЛИЦА 3. ВЗАИМОСВЯЗИ УРОВНЕЙ СТЕРОИДНЫХ ГОРМОНОВ (y) И СПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ (x) 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (РМЖ) С РАЗНЫМ СТАТУСОМ ГОРМОНАЛЬНЫХ 
РЕЦЕПТОРОВ (ER/PR)

TABLE 3. CORRELATIONS OF STEROIDS LEVELS (y) AND SPECIFIC ANTIBODIES LEVELS (x) IN THE BLOOD SERUM OF 
THE BREAST CANCER PATIENTS WITH THE DIFFERENT STATUS OF STEROIDS RECEPTORS (ER/PR)

Антитела
Antibodies

Es Pg Pg/Es
rs (p) y = ax+b rs (p) y = ax+b rs (p) y = ax+b

Больные РМЖ ER-/PR- N = 142 (22,4%)
Breast cancer patients ER-/PR- N = 142 (22,4%)

1. IgA-Es

2. IgA-Pg

3. IgA-Pg/IgA-Es

-0,04
(0,675)
-0,15
(0,071)
-0,22
(0,009)

y = -0,001x+0,29

y = -0,02x+0,32

y = -0,04x+0,32

-0,13
(0,120)
0,03

(0,746)
0,16

(0,062)

y = -0,03x+0,99

y = 0,02x+0,85

y = 0,10x+0,82

-0,05
(0,585)
0,12

(0,146)
0,24

(0,003)

y = -0,13x+5,45

y = 0,55x+3,65

y = 1,43x+3,78

Больные РМЖ ER+/PR- N = 123 (19,4%)
Breast cancer patients ER+/PR- N = 123 (19,4%)

1. IgA-Es

2. IgA-Pg

3. IgA-Pg/IgA-Es

-0,03
(0,760)
-0,03
(0,762)
-0,06
(0,517)

y = 0,003x+0,28

y = 0,002x+0,28

y = 0,01x+0,28

-0,09
(0,332)
-0,05
(0,558)
0,03

(0,708)

y = -0,02x+0,92

y = -0,02x+0,89

y = 0,01x+0,83

-0,02
(0,827)
0,01

(0,925)
0,08

(0,365)

y = 0,001x+5,64

y = -0,001x+5,65

y = -0,72x+6,21

Больные РМЖ ER+/PR+ N = 360 (56,9%)
Breast cancer patients ER+/PR+ N = 360 (56,9%)

1. IgA-Es

2. IgA-Pg

3. IgA-Pg/IgA-Es

0,06
(0,245)
-0,06
(0,258)
-0,13
(0,015)

y = 0,004x+0,29

y = -0,006x+0,32

y = -0,05x+0,34

0,13
(0,017)
0,21

(< 0,0001)
0,11

(0,030)

y = 0,02x+0,94

y = 0,05x+0,85

y = 0,17x+0,86

0,02
(0,739)
0,14

(0,007)
0,15

(0,005)

y = -0,004x+5,70

y = 0,32x+4,82

y = 1,49x+4,49
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У больных с отсутствием рецепторов Es и Pg 
(ER-/PR-) обнаружены только взаимосвязи IgA-
Pg/IgA-Es с Es (отрицательная) и с Pg/Es (поло-
жительная). Однако коэффициенты a в уравне-
ниях регрессии оказались в 2 раза выше для Es и в 
3,5 раза ниже для Pg/Es, чем у здоровых (сравне-
ние с табл. 2).

Ни одной из искомых взаимосвязей не было 
обнаружено при наличии в опухоли ER и отсут-
ствии PR (ER+/PR-). 

При наличии в опухоли рецепторов и к Es, 
и к Pg (ER+/PR+) выявлены взаимосвязи IgA-Pg/
IgA-Es с Es, Pg и Pg/Es, такие же, как и в общей 
группе больных РМЖ. Кроме того, для них было 
характерно наличие прямых взаимосвязей Pg и с 

Рисунок 1. Зависимости уровней Es (A) и Pg (B), а также 
соотношения Pg/Es (C) от соотношения уровней IgA-Pg/
IgA-Es в сыворотке крови здоровых женщин и больных 
РМЖ
Figure 1. Correlations of Es (A) and Pg (B) levels and Pg/Es 
ratio with IgA-Pg/IgA-Es ratio (C) in the blood serum of healthy 
women (HW) and breast cancer patients (BCP)

IgA-Pg (статистически высокодостоверных), и с 
IgA-Es. IgA-Pg коррелировали с Pg/Es.

Обсуждение
Полученные результаты соответствуют из-

вестным представлениям о роли стероидных 
гормонов в возникновении РМЖ: проканцеро-
генных эффектов Es и антиканцерогенных Pg [6, 
12, 18]. У больных РМЖ содержание в сыворот-
ке крови Es оказалось значительно выше, а Pg – 
ниже, чем у здоровых женщин в постменопаузе. 
Соотношение Pg/Es у больных также было ниже, 
чем в контроле. При этом содержание Pg в сыво-
ротке у больных ER+/PR+ РМЖ оказалось выше, 
чем у больных ER-/PR- и ER+/PR- РМЖ, хотя 
и ниже, чем у здоровых. Содержание Eg в сыво-
ротке крови было одинаково высоким, а соотно-
шение Pg/Es одинаково низким у больных РМЖ 
независимо от наличия/отсутствия ER и PR. Это 
подтверждает ведущую роль Es в возникновении 
РМЖ и свидетельствует о возможной роли Pg 
в отборе злокачественных клеток, содержащих 
PR.

Впервые у здоровых женщин были выявлены 
взаимосвязи между содержанием в сыворотке 
крови стероидных гормонов и соответствующих 
специфических АТ: уровни Es коррелировали 
с IgA-Es, а уровни Pg – с IgA-Рg. Наиболее зна-
чимые взаимосвязи обнаружены при анализе 
индивидуальных соотношений IgA-Pg/IgA-Es  
с содержанием Pg и соотношением Pg/Es. Это 
подтверждает предположение о влиянии специ-
фических АТ на содержание стероидных гормо-
нов у человека в естественных условиях, а также 
свидетельствует о наличии взаимосвязи индиви-
дуального иммунологического баланса между АТ 
к разным стероидам (IgA-Pg/IgA-Es) и индивиду-
ального эндокринного баланса между разными 
стероидами (Pg/Es). 

У больных РМЖ не обнаружили взаимосвязей 
между IgA-Es и Es. Корреляции Pg и Pg/Es с IgA-
Pg и IgA-Pg/IgA-Es оказались значительно менее 
выраженными, чем у здоровых женщин. Это го-
ворит об ослаблении иммунорегуляции содер-
жания стероидных гормонов, то есть об иммуно-
гормональном дисбалансе при РМЖ. 

Выявленные корреляции Pg и Pg/Es с IgA-Pg 
и IgA-Pg/IgA-Es оказались характерными только 
для больных с ER+/PR+ РМЖ, но не для ER-/PR- 
и ER+/PR-. Иными словами, при PR- РМЖ имело 
место полное отсутствие иммунорегуляции гор-
монального статуса, а при PR+ РМЖ иммуноре-
гуляция сохранялась, но была значительно сла-
бее, чем в норме.

Подобную трактовку полученных результатов 
нужно считать предварительной. Для понима-
ния полной картины описанных явлений необ-
ходимо учитывать аффинность АТ, специфичных 
к Es и Pg, с помощью конкурентных методов им-
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муноанализа, а также влияние описанных ранее 
соответствующих антиидиотипических АТ [4] 
на взаимодействие гормонов и идиотипических 
АТ. Дальнейшее изучение выявленного фено-

мена иммунорегуляции гормонального стату-
са в норме и при различных гормонозависимых 
заболеваниях у человека представляется весьма 
перспективным.

Список литературы / References
1. Гладкова К.А., Менжинская И.В., Сухих Т.Г., Сидельникова В.М. Роль сенсибилизации к прогесте-

рону в  клинике привычного невынашивания беременности // Проблемы репродукции, 2007. Т. 13, № 6. 
С. 95-98. [Gladkova K.A., Menzhinskaya I.V., Sukhikh G.T., Sidelnikova V.M. Sensitization role of progesterone 
in the clinical presentation of miscarriage. Problemy reproduktsii = Russian Journal of Human Reproduction, 2007, 
Vol. 13, no. 6, pp. 95-98. (In Russ.)]

2. Глушков А.Н., Красильникова К.С., Поленок Е.Г., Костянко М.В., Оленникова Р.В., Нерсесян С.Л. Со-
вместное влияние антител к бензо[a]пирену, эстрадиолу и прогестерону на содержание половых гормонов 
в сыворотке крови беременных женщин с пороками развития плода // Медицинская имму нология, 2018. Т. 20, 
№ 5. С. 647-656. [Glushkov A.N., Krasilnikova K.S., Polenok E.G., Kostyanko M.V., Olennikova R.V., Nersesyan S.L. 
Combined effect of antibodies to benzo[a]pyrene, estradiol and progesterone upon sex hormone concentrations 
in blood serum of pregnant women congenital malformations of fetus. Meditsinskaya immunologiya  =  Medical 
Immunology (Russia), 2018, Vol. 20, no. 5, pp. 647-656. (In Russ.)] doi :10.15789/1563-0625-2018-5-647-656.

3. Глушков А.Н., Поленок Е.Г., Аносова Т.П., Савченко Я.А., Баканова М.Л., Минина В.И., Мун С.А., 
Ларин С.А., Костянко М.В. Сывороточные антитела к бензо[a]пирену и хромосомные аберрации в лимфо-
цитах периферической крови у рабочих углеперерабатывающего предприятия // Российский иммуноло-
гический журнал, 2011. Т. 5 (14), № 1. С. 39-44. [Glushkov A.N., Polenok E.G., Anosova T.P., Savchenko Ya.A., 
Bakanova M.L., Minina V.I., Mun S.A., Larin S.A., Kostyanko M.V. Serum antibodies to benzo[a]pyrene and 
chromosomal aberrations in lymphocytes peripheral blood at the workers of coal processing enterprise. Rossiyskiy 
immunologicheskiy zhurnal = Russian Journal of Immunology, 2011, Vol. 5 (14), no. 1, pp. 39-44. (In Russ.)]

4. Глушков А.Н., Поленок Е.Г., Костянко М.В., Антонов А.В., Вержбицкая Н.Е., Вафин И.А., Раго-
жина С.Е. Антитела и анти-антитела к стероидным гормонам и риск рака молочной железы // Медицин-
ская иммунология, 2017. Т. 19, № 5. С. 577-584. [Glushkov A.N., Polenok E.G., Kostyanko M.V., Antonov A.V., 
Verzhbitskaya N.E., Vafin I.A., Ragozhina S.E. Antibodies and anti-antibodies to steroid hormones, and breast cancer 
risk. Meditsinskaya immunologiya  =  Medical Immunology (Russia), 2017, Vol. 19, no. 5, pp. 577-584. (In Russ.)]  
doi: 10.15789/1563-0625-2017-5-577-584.

5. Глушков А.Н., Поленок Е.Г., Костянко М.В., Рогозин А.И., Антонов А.В., Вержбицкая Н.Е. Совмест-
ное влияние антител к бензо[a]пирену, эстрадиолу и прогестерону на содержание женских половых гормо-
нов в сыворотке крови у больных раком молочной железы // Российский иммунологический журнал, 2018. 
Т. 12, № 21. С. 40-45. [Glushkov A.N., Polenok E.G., Kostyanko M.V., Rogozin A.I., Antonov A.V., Verzhbitskaya N.E. 
Combination effects of antibodies to benzo[a]pyrene, estradiol and progesterone onto concentrations of female 
sex hormones in blood serum of the breast cancer patients risks. Rossiyskiy immunologicheskiy zhurnal = Russian 
Journal of Immunology, 2018, Vol. 12, no. 21, pp. 40-45. (In Russ.)] 

6. Федотчева Т.А., Шимановский Н.Л. Роль гестагенов и антигестагенов в регуляции пролифератив-
ной активности клеток рака молочной железы // Вопросы биологической, медицинской и фармацевтиче-
ской химии, 2005. № 3. С. 3-11. [Fedotcheva Т.A., Shimahovsky N.L. Role of gestagens and antigestagens in the 
regulation of proliferate activity of breast cancer cells. Voprosy biologicheskoy, meditsinskoy i farmatsevticheskoy 
khimii = Problems of Biological, Medical and Pharmaceutical Chemistry, 2005, no. 3, pp. 3-11. (In Russ.)]

7. Bochskanl R., Thie M., Kirchner C.J. Active immunization of rabbits against progesterone: increase in 
hormone levels, and changes in metabolic clearance rates and in genital tract tissues. J. Steroid Biochem., 1989, 
Vol. 33, no. 3, pp. 349-355.

8. Caldwell B.V., Tillson S.A., Esber H., Thorneycroft I.H. Survival of tumors after immunization against 
oestrogens. Nature, 1971, Vol. 231, no. 5298, pp. 118-119.

9. Chang C.F., Roberts A.J., Reeves J.J. Increased luteinizing hormone secretion and ovarian function in Heifers 
actively immunized against estrogen and progesterone J. Anim. Sci., 1987, Vol. 65, no. 3, pp. 771-776. 

10. Dray F., Csapo A.I., Erdos T. Effects of antibodies to estradiol 17 beta and to progesterone on the placental 
weight and pregnancy in rats – a quantitative study. J. Steroid Biochem., 1975, Vol. 6, no. 3-4, pp. 547-548.

11. Elsaesser F. Effects of active immunization against oestradiol-17 beta, testosterone or progesterone on 
receptivity in the female rabbit and evaluation of specificity. J. Reprod. Fertil., 1980, Vol. 58, no. 1, pp. 213-218.

12. Fernandez S.V., Russo I.H., Russo J. Estradiol and its metabolites 4-hydroxyestradiol and 2-hydroxyestradiol 
induce mutations in human breast epithelial cells. Int. J. Cancer., 2006, Vol. 118, no. 8, pp. 1862-1868.

13. French L.R., Spennetta B. Effects of antibodies to progesterone on reproduction of ewes. Theriogenology, 
1981, Vol. 16, no. 4, pp. 407-418.

14. García-Ortega P., Scorza E. Progesterone autoimmune dermatitis with positive autologous serum skin test 
result. Obstet. Gynecol., 2011, Vol. 117, no. 2, Pt 2, pp. 495-498. 

15. Itsekson A.M., Seidman D.S., Zolti M., Alesker M., Carp H.J. Steroid hormone hypersensitivity: Clinical 
presentation and management. Fertil. Steril., 2011, Vol. 95, no. 8, pp. 2571-2573.



876

Glushkov A.N. et al. 
Глушков А.Н. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

16. Itsekson A.M., Seidman D.S., Zolti M., Lazarov A., Carp H.J. Recurrent pregnancy loss and inappropriate 
local immune response to sex hormones. Am. J. Reprod. Immunol., 2007, Vol. 57, no. 2, pp. 160-165.

17. Kaushansky A., Bauminger S., Koch Y., Lindner H.R., Endocrine and reproductive repercussions of 
immunization against progesterone and oestradiol in female rats. Acta Endocrinol. (Copenh), 1977, Vol. 84, no. 4, 
pp. 795-803.

18. Kim J.Y., Han W., Moon H.G., Ahn S.K., Kim J., Lee J.W., Kim M.K., Kim T., Noh D.Y. Prognostic effect of 
preoperative serum estradiol level in postmenopausal breast cancer. BMC Cancer, 2013, Vol. 13, p. 503.

19. Martin T.E., Henricks D.M., Hill J.R. Jr, Rawlings N.C. Active immunization of the cow against oestradiol-
17beta. J. Reprod. Fertil., 1978, Vol. 53, no. 1, pp. 173-178.

20. Rawlings N.C., Kennedy S.W., Henricks D.M. The active immunization of the cyclic ewe against an estrone 
protein conjugates. Theriogenology, 1979, Vol. 12, no. 3, pp. 139-151.

21. Roby R.R., Richardson R.H., Vojdani A. Hormone allergy. Am. J. Reprod. Immunol., 2006, Vol. 55, no. 4, 
pp. 307-313. 

22. Sundaram K., Tsong Y.Y., Hood W., Brinson A. Effect of immunization with estrone-protein conjugate in 
rhesus monkeys. Endocrinology, 1973, Vol. 93, no. 4, pp. 843-847. 

23. Thomas G.B., Oldham C.M., Hoskinson R.M., Scaramuzzi R.J., Martin G.B. Effect of immunization against 
progesterone on oestrus, cycle length, ovulation rate, luteal regression and LH secretion in the ewe. Aust. J. Biol. Sci., 
1987, Vol. 40, no. 3, pp. 307-313.

24. Wotiz H.H., Scublinsky A., Walker C. Effect of estrogen antibodies on pregnancy in the rat. Gynecol. Invest., 
1972, Vol. 3, no. 1, pp. 124-125.

Авторы:

Глушков А.Н. – д.м.н., профессор, главный 
научный сотрудник лаборатории иммуногенетики, 
Институт экологии человека ФГБНУ «Федеральный 
исследовательский центр угля и углехимии» Сибирского 
отделения Российской академии наук, г. Кемерово, 
Россия 

Поленок Е.Г. – к.фарм.н., ведущий научный сотрудник 
лаборатории иммунохимии, Институт экологии 
человека ФГБНУ «Федеральный исследовательский 
центр угля и углехимии» Сибирского отделения 
Российской академии наук, г. Кемерово, Россия 

Мун С.А. – к.м.н., доцент, старший научный сотрудник 
лаборатории иммуногенетики, Институт экологии 
человека ФГБНУ «Федеральный исследовательский 
центр угля и углехимии» Сибирского отделения 
Российской академии наук, г. Кемерово, Россия 

Гордеева Л.А. – к.б.н., ведущий научный сотрудник 
лаборатории иммуногенетики, Институт экологии 
человека ФГБНУ «Федеральный исследовательский 
центр угля и углехимии» Сибирского отделения 
Российской академии наук, г. Кемерово, Россия 

Луценко В.А. – главный врач ГБУЗ Кемеровской 
области «Областной клинический онкологический 
диспансер», г. Кемерово, Россия 

Вафин И.А. – главный врач ГКУЗ Кемеровской области 
«Кемеровский областной центр крови», г. Кемерово, 
Россия 

Вержбицкая Н.Е. – к.м.н., заведующая 
патологоанатомическим отделением ГБУЗ 
Кемеровской области «Областной клинический 
онкологический диспансер», г. Кемерово, Россия 

Колпинский Г.И. – д.м.н., профессор кафедры лучевой 
диагностики, лучевой терапии и онкологии ФГБОУ 
ВО «Кемеровский государственный медицинский 
университет», г. Кемерово, Россия 

Костянко М.В. – ведущий инженер кафедры 
органической химии, Институт фундаментальных 
наук ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный 
университет», г. Кемерово, Россия

Authors:

Glushkov A.N., PhD, MD (Medicine), Professor, Chief 
Research Associate, Immunogenetics Laboratory, Institute of 
Human Ecology, Federal Research Center of Coal and Coal 
Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 
Kemerovo, Russian Federation  

Polenok E.G., PhD (Pharmacy), Leading Research Associate, 
Laboratory of Immunochemistry, Institute of Human Ecology, 
Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian 
Branch, Russian Academy of Sciences, Kemerovo, Russian 
Federation 

Mun S.A., PhD (Medicine), Associate Professor, Senior 
Research Associate, Immunogenetics Laboratory, Institute of 
Human Ecology, Federal Research Center of Coal and Coal 
Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 
Kemerovo, Russian Federation 

Gordeeva L.A., PhD (Biology), Leading Research Associate, 
Immunogenetics Laboratory, Institute of Human Ecology, 
Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian 
Branch, Russian Academy of Sciences, Kemerovo, Russian 
Federation 

Lutsenko V.A., Main Physician, Regional Clinical Oncology 
Dispensary, Kemerovo, Russian Federation  

Vafin I.A., Main Physician, Regional Center of Blood, 
Kemerovo, Russian Federation  

Verzhbitskaya N.E., PhD (Medicine), Head, Pathology 
Department, Regional Clinical Oncology Dispensary, 
Kemerovo, Russian Federation  

Kolpinsky G.I., PhD, MD (Medicine), Professor, Department 
of Radiology, Radiotherapy and Oncology, Kemerovo State 
Medical University, Kemerovo, Russian Federation  

Kostyanko M.V., Leading Engineer, Department of Organic 
Chemistry, Institute of Fundamental Sciences, Kemerovo State 
University, Kemerovo, Russian Federation 

Поступила 20.02.2019 
Отправлена на доработку 04.03.2019 
Принята к печати 13.03.2019

Received 20.02.2019 
Revision received 04.03.2019 
Accepted 13.03.2019



877

Медицинская иммунология
2019, Т. 21, № 5,  
стр. 877-884
© 2019, СПб РО РААКИ

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2019, Vol. 21,  5, pp. 877-884
© 2019, SPb RAACI

Оригинальные статьи
Original articles

1 page

Адрес для переписки:

Шмитько Анна Дмитриевна
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин 
и сывороток имени И.И. Мечникова»
105064, Россия, Москва, Малый Казенный пер., 5а.
Тел.: 8 (495) 917-41-49.
E-mail: violadellanna@gmail.com

Address for correspondence:

Shmitko Anna D. 
I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera
105064, Russian Federation, Moscow,  
Malyi Kazennyi lane, 5a. 
Phone: 7 (495) 917-41-49.
E-mail: violadellanna@gmail.com

Образец цитирования: 

 А.Д. Шмитько, М.П. Костинов, В.Б. Полищук, 
А.А. Сависько, Г.В. Васильева «Роль факторов 
ангиогенеза в трансплацентарной передаче антител 
к вирусу кори» // Медицинская иммунология, 2019. 
Т. 21, № 5. С. 877-884.  
doi: 10.15789/1563-0625-2019-5-877-884 

© Шмитько А.Д. и соавт., 2019

For citation: 

A.D. Shmitko, M.P. Kostinov, V.B. Polishchuk, A.A. Savisko, 
G.V. Vasilyeva “Role of angiogenic factors for transplacental 
transfer of the measles antibodies”, Medical Immunology 
(Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2019, Vol. 21, no. 5, 
pp. 877-884.  
doi: 10.15789/1563-0625-2019-5-877-884 

DOI: 10.15789/1563-0625-2019-5-877-884 

РОЛЬ ФАКТОРОВ АНГИОГЕНЕЗА В ТРАНСПЛАЦЕНТАРНОЙ 
ПЕРЕДАЧЕ АНТИТЕЛ К ВИРУСУ КОРИ
Шмитько А.Д.1, Костинов М.П.1, 2, Полищук В.Б.1, Сависько А.А.3, 
Васильева Г.В.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, 

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

Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 

г. Ростов-на Дону, Россия

Резюме. Факторы ангиогенеза (VEGF, Ang-1, TGF-β) влияют на формирование, развитие 
и функционирование эндотелиальных клеток сосудов, входящих в структуру гистологического 
плацентарного барьера и участвующих в трансплацентарной передаче веществ. Целью исследова-
ния явилось изучение взаимосвязи концентрации VEGF, Ang-1, TGF-β и уровня трансплацентар-
ных IgG-антител к вирусу кори в пуповинной крови детей, рожденных матерями с плацентарной 
недостаточностью. В венозной крови 32 женщин с неосложненной беременностью и 34 – с пла-
центарной недостаточностью, а также пуповинной крови их новорожденных методом ИФА был 
исследован уровень IgG-антител к вирусу кори и концентрация факторов ангиогенеза (VEGF, 
Ang-1, TGF-β). В пуповинной крови серонегативных к вирусу кори младенцев, рожденных жен-
щинами с плацентарной недостаточностью, установлен одинаково низкий уровень VEGF, сниже-
ние концентрации Ang-1 (1,6 раза) и повышение TGF-β (2,7 раза) по сравнению с серопозитив-
ными новорожденными. У аналогичной группы детей от матерей с физиологическим течением 
беременности уровень данных факторов не отличался от таковых у новорожденных, имеющих 
протективные антитела к кори. При неосложненном течении беременности трансплацентарная 
передача IgG к вирусу кори находится в прямой зависимости от наличия специфических анти-
тел у женщины, при плацентарной недостаточности дисбаланс в системе факторов ангиогенеза 
может способствовать нарушению механизмов трансмиссии IgG-антител к вирусу кори от матери 
плоду.

Ключевые слова: корь, вакцинация, факторы ангиогенеза, VEGF, Ang-1, TGF-β, трансплацентарные антитела, 
новорожденные
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ROLE OF ANGIOGENIC FACTORS FOR TRANSPLACENTAL 
TRANSFER OF THE MEASLES ANTIBODIES
Shmitko A.D.a, Kostinov M.P.a, b, Polishchuk V.B.a, Savisko A.A.c, 
Vasilyeva G.V.a
a I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation 
b First Moscow State I. Sechenov Medical University, Moscow, Russian Federation 
c Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. Angiogenesis factors (VEGF, Ang-1, TGF-β) influence production, development and functioning 
of vascular endothelium that are part of the placental barrier structure and are involved into transplacental 
transfer of different substances. The aim of this study was to study the relationship between VEGF, Ang-1, and 
TGF-β concentrations, and the levels of transplacental IgG-antibodies to the measles virus in cord blood of 
children born to mothers with placental insufficiency. Patients and methods: venous blood was taken from 32 
women with uncomplicated pregnancies, and 34 samples from pregnant women with placental insufficiency, 
as well as umbilical blood of their newborns, the level of IgG-antibodies to measles and the concentration of 
some angiogenic factors (VEGF, Ang-1, TGF-β) examined by ELISA techniques. The following results were 
obtained: in a cord blood of infants seronegative for the measles virus, born to women with placental insufficiency, 
showed uniformly low VEGF levels, decreased Ang-1 concentration (1.6) and increased TGF-β concentration 
(2.7) as compared to seropositive newborns. In a similar group of children from mothers with physiological 
pregnancy, the level of these factors did not differ from those in newborns with protective antibodies to measles. 
Conclusion: in physiological pregnancy, transplacental transmission of IgG-antibodies to the measles virus 
is directly dependent on the presence of specific antibodies in a woman; in case of placental insufficiency, an 
imbalance in the system of angiogenic factors may promote disturbances of transmission mechanisms for IgG 
measles-specific antibodies from mother to the fetus.

Keywords: measles, vaccination, angiogenesis factors, VEGF, Ang-1, TGF-β, transplacental antibodies, newborns

Введение
В довакцинальный период «иммунологиче-

ский опыт» в человеческой популяции приобре-
тался в процессе заболеваемости, особенно в дет-
ском возрасте. Такая инфекция, как корь, была 
одной из основных причин смертности среди де-
тей раннего возраста. С развитием цивилизации 
и прогрессом профилактической иммунологии 
был внедрен более контролируемый и безопас-
ный способ индукции иммунологической памяти 
путем вакцинации. Однако исследования пока-
зывают, что иммунитет, сформировавшийся в ре-
зультате иммунизации, сохраняется менее дли-
тельно, чем после перенесенного заболевания, 
а процесс образования поствакцинальных анти-
тел подвержен влиянию различных факторов [4, 
7, 19]. Поэтому в ряде случаев вакцинации, про-
веденной в детском возрасте в декретированные 
сроки, может быть недостаточно для формирова-
ния стойкой пожизненной защиты, и необходимо 
проведение курсов повторной иммунизации [6]. 
Это особенно актуально в последние годы, ког-
да на территории стран Европы и в России стали 
возникать вспышки коревой инфекции как сре-
ди взрослого, так и детского населения, а также 
у детей до года [3, 17, 20, 24].

Считается, что дети первого года жизни не-
восприимчивы к вирусу кори, поскольку вну-
триутробно получают IgG-антитела от матери. 
Однако, согласно литературным данным, транс-
плацентарная передача антител находится в пря-
мой зависимости от уровней общего и специфи-
ческих IgG-антител, подклассов IgG, природы 
антигена, гестационного возраста новорожден-
ного, состояния плаценты [21]. Таким образом, 
важными моментами в обеспечении пассивно-
го иммунитета у детей в возрасте до 12 месяцев 
(срок проведения первой вакцинации против 
кори) являются: состояние здоровья матери, ее 
прививочный анамнез, наличие защитных ан-
тител в отношении данной инфекции, течение 
беременности и срок рождения ребенка (состо-
яние доношенности). В ранее выполненных ис-
следованиях было показано, что при наличии 
у матери во время беременности таких патоло-
гий, как плацентарная недостаточность и вну-
триутробная инфекция, ребенок может оказаться 
серонегативным к вирусу кори в 27,9 и 32,6% со-
ответственно; а в случае передачи протективных 
IgG-антител в низкой концентрации их количе-
ства может быть недостаточно для полноценной 
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защиты ребенка в течение первого года жизни [1, 
5, 11].

Трансплацентарная передача иммуноглобу-
линов класса G осуществляется благодаря нали-
чию неонатальных Fc-рецепторов (FcRn), рас-
положенных на клетках плацентарного барьера, 
а именно на клетках синцитиотрофобласта (СТБ) 
и эндотелиальных клетках сосудов плаценты. 
Предполагается, что антитела, присутствующие 
в высокой концентрации в крови матери, погло-
щаются на поверхности СТБ путем пиноцитоза, 
а затем связываются с неонатальным рецептором 
в закисленной среде эндосом. Связанные антите-
ла транспортируются к базолатеральной поверх-
ности, где высвобождаются при контакте с кро-
вью плода [16, 17, 22].

Таким образом, состояние плаценты играет 
ключевую роль в эффективности передачи анти-
тел от матери плоду. Правильное развитие пла-
центы напрямую зависит от удачной инвазии 
трофобласта, а также процессов васкулогенеза, 
то есть образования сосудов из мезодермальных 
клеток-предшественников, и ангиогенеза – соз-
дания новых сосудов из уже существующих [14]. 
Все стадии развития плаценты контролируются 
различными цитокинами и ростовыми факто-
рами, образующими ее цитокиновую сеть [8, 9]. 
В качестве более изученных и значимых в регу-
ляции ангиогенеза можно выделить: фактор ро-

ста эндотелия сосудов (VEGF), белок семейства 
ангиопоэтинов – ангиопоэтин-1 (Ang-1), а так-
же трансформирующий фактор роста (TGF-β), 
являющийся супрессорным цитокином и обла-
дающий мощным антиангиогенным и проапоп-
тогенным действием. Данные факторы влияют 
на формирование, развитие и функционирова-
ние эндотелиальных клеток сосудов, входящих 
в структуру гистологического плацентарного ба-
рьера и участвующих в трансплацентарной пере-
даче веществ. Существуют исследования, пока-
зывающие их значимую роль в формировании 
таких патологий беременности, как гестоз и пла-
центарная недостаточность [9, 12, 13, 18, 23]. 
Таким образом, можно предположить влияние 
данных факторов и на трансплацентарную пере-
дачу IgG-антител от матери плоду. Целью данного 
исследования явилось изучение взаимосвязи кон-
центрации факторов ангиогенеза (VEGF, Ang-1, 
TGF-β) и уровня трансплацентарных IgG- анти-
тел к вирусу кори в пуповинной крови детей, 
рожденных матерями с плацентарной недоста-
точностью.

Материалы и методы
В исследование участвовали 66 пар мать – но-

ворожденный. Осуществлен анализ 66 сывороток 
цельной венозной крови рожениц (возраст 26-35 
лет), по данным анамнеза не болевших корью 

Рисунок 1. Группы наблюдения и материалы исследования
Figure 1. Observation groups and study material
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и вакцинированных от данной инфекции в де-
кретированные сроки. Также оценено 66 образцов 
сывороток пуповинной крови их новорожденных 
(гестационный возраст ≥ 37 недель). Забор крови, 
все клинические и иммунологические исследова-
ния проводились после получения письменного 
информированного согласия. Забор пуповинной 
крови новорожденного производился в начале 
третьего периода родов (после рождения плода); 
цельной венозной крови роженицы – во время 
родов (до рождения плода). С целью выявления 
соматической патологии матери, нарушения 
течения беременности и родов, патологии но-
ворожденного осуществлен сбор терапевтиче-
ского, акушерско-гинекологического анамнеза 
женщин, анализ состояния новорожденных, ис-
следование последа. Постановка диагноза и на-
блюдение за пациентами проводились совместно 
с врачами акушером-гинекологом и неонатоло-
гом. В зависимости от особенностей течения бе-
ременности были сформированы следующие 
группы: I – 32 женщины с физиологическим те-
чением беременности и их новорожденные; II – 
34 женщины, беременность которых была ослож-
нена плацентарной недостаточностью (ПН), их 
новорожденные. В последующем новорожден-
ные и их матери в зависимости от уровня антител 
к вирусу кори были разделены на серонегативных 
(серо-, < 0,18 МЕ/мл ) и серопозитивных (серо+, 
≥ 0,18 МЕ/мл) – соответственно, без протектив-
ных антител и имеющие IgG-антитела к коревой 
инфекции в защитных значениях (рис. 1).

Уровень IgG-антител к вирусу кори в пупо-
винной крови новорожденных и венозной крови 
рожениц определяли методом иммунофермент-
ного анализа (ИФА), используя наборы реаген-
тов «ВектоКорь – IgG» (АО «Вектор-Бест», г. Но-
восибирск, Россия), согласно инструкции. 
Концентрацию цитокинов и ростовых факто-
ров: фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), 
ангиопоэтина-1 (Ang-1), трансформирующего 
фактора роста β (TGF-β), в пуповинной кро-
ви новорожденных и венозной крови рожениц, 
оценивали в ИФА, применяя коммерческие 
тест-системы «VEGF – ИФА – БЕСТ» («Вектор-
Бест»), Quantikine ELISA Human Angiopoietin-1 
(R&D Systems), Platinum ELISA Human TGF-β1 
(eBioscience) соответственно.

Математическая обработка полученных дан-
ных проводилась методами вариационной ста-
тистики с использованием пакетов приклад-
ных программ Microsoft Excel 2010, Statistica for 
Windows 2010, Вiostat. Для описания результатов 
были рассчитаны медиана и интерквартильный 
размах – Me (Q0,25-Q0,75). Для сравнения значений 
показателей были использованы методы непара-
метрической статистики: U-критерий Манна–

Рисунок 2. Содержание факторов ангиогенеза 
в пуповинной крови серонегативных и серопозитивных 
к вирусу кори новорожденных при плацентарной 
недостаточности у матерей
Примечание. Значимость различий (p < 0,05) при сравнении 
показателей: * – между серо (-) новорожденными 
при сравнении Ang-1; ** – между серо (-) и серо (+) 
новорожденными при сравнении TGF-β.
Figure 2. The factors of angiogenesis in the umbilical blood of 
seronegative and seropositive to the measles virus of newborns 
during the placental insufficiency at pregnancy
Note. p < 0.05: *, between seroneganive newborns, comparing Ang-1; 
**, between seroneganive newborns, comparing TGF-β.

Рисунок 3. Содержание факторов ангиогенеза 
в пуповинной крови серонегативных и серопозитивных 
к вирусу кори новорожденных при физиологическом 
течении беременности матерей
Примечание. p > 0,05 – при сравнении показателей во всех 
группах.
Figure 3. Factors of angiogenesis in the umbilical blood of 
seronegative and seropositive to the measles virus of newborns 
during the physiological pregnancy
Note. p > 0.05, comparing indicators in all groups.
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Уитни для оценки статистической значимости 
различий показателей 2 выборок; критерий Кра-
скела–Уоллиса – для сравнения 3 и более групп 
по одному признаку; таблицы сопряженности 
(χ2, а также χ2 с поправкой по Йейтсу для групп 
ниже 10). Различия между показателями считали 
статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты
Был проведен комплексный анализ содержа-

ния ангиогенных факторов в пуповинной крови 
серонегативных и серопозитивных к вирусу кори 
младенцев, рожденных женщинами с плацентар-
ной недостаточностью (ПН), а также матерями 
с неосложненной беременностью (рис. 2). 

Исследование выявило, что при плацентар-
ной недостаточности у серопозитивных к ви-
русу кори новорожденных уровни ангиоген-
ных факторов были следующими: VEGF 234,7 
(39,4-711,2) пг/ мл, Ang-1 1295 (1268-1515) пг/ мл, 
TGF-β 337,5 (204-807,3) пг/мл. У младенцев, 
не имеющих протективных IgG-антител, значе-
ния показателей составляли: VEGF 157,8 (110-
194,3) пг/ мл, Ang-1 814,2 (738,7-1129) пг/мл, 
TGF-β 923,1 (808,6- 966,1) пг/мл.

Изучение концентрации факторов ангиогене-
за, проведенное в группе младенцев, рожденных 
матерями с физиологической беременностью, 
показало у серопозитивных к вирусу кори: VEGF 
668,5 (459,9-1391,5) пг/мл, Ang-1 1045 (992,4-
1366) пг/мл, TGF-β 440,7 (49,5-693,2) пг/мл; у се-
ронегативных: VEGF 505,5 (410,3-1172,1) пг/ мл, 
Ang-1 935,8 (857,3-990,9) пг/мл, TGF-β 268,8 
(133-351) пг/мл (рис. 3).

Уровни проангиогенных (VEGF, Ang-1) и ан-
тиангиогенного (TGF-β) факторов у серонега-
тивных и серопозитивных к вирусу кори младен-
цев, рожденных матерями с физиологическим 
течением беременности, статистически значимо 
не различались.

Аналогичный анализ, проведенный у детей, 
рожденных женщинами с плацентарной недоста-
точностью, а также сравнение пар мать – ново-
рожденный с патологической и неосложненной 
беременностью между собой выявили некоторые 
отличия.

Уровень VEGF у серонегативных (157,8 
(110,0-194,3) пг/мл) к вирусу кори новорожден-
ных от матерей с плацентарной недостаточно-
стью не отличался от такового у серопозитивных 
(234,7 (39,4-711,2) пг/мл) и в обоих случаях был 
значимо ниже, чем у аналогичных групп детей, 
рожденных матерями с физиологическим тече-
нием беременности (505,45 (410,3-1172,1) пг/мл 
и 668,5 (459,9-1391,5) пг/мл) (p < 0,05).

Концентрация Ang-1 у серонегативных мла-
денцев от матерей с ПН (814,2 (738,7-1129,0) 

пг/мл) была ниже, чем у серопозитивных (1295 
(1268,0-1515,0) пг/мл) (p < 0,05). Сравнительный 
анализ данного параметра в группах с плацен-
тарной недостаточностью и физиологической 
беременностью не выявил значимых различий 
(p > 0,05).

Концентрация TGF-β у серонегативных к ви-
русу кори младенцев из группы с ПН составляла 
923,1 (808,6-966,1) пг/мл, что достоверно выше, 
чем у серопозитивных (337,5 (204,0-807,3) пг/ мл), 
а также у аналогичной когорты новорожденных 
от матерей с неосложненной беременностью 
(268,8 (133-351) пг/мл) (p < 0,05).

Обсуждение
IgG-антитела – основной фактор гуморальной 

защиты ребенка первых месяцев жизни и един-
ственный класс иммуноглобулинов, способный 
преодолевать плацентарный барьер [21]. Транс-
порт IgG-антител через плаценту осуществляет-
ся благодаря наличию неонатальных рецепторов 
FcRn, главная функция которых заключается 
в защите IgG от катаболизма после интернализа-
ции клеткой и обеспечении перехода через эпи-
телиальный (синцитиотрофобласт) и эндотели-
альный барьеры, вовлеченные в трансмиссию 
IgG от матери плоду во время беременности [16, 
17, 22].

В ранее проведенных работах было показано, 
что наличие у матери во время беременности пла-
центарной недостаточности повышает риск рож-
дение ребенка, серонегативного к вирусу кори, 
в 2,5 раза [1]. Однако механизмы, лежащие в ос-
нове данной закономерности, изучены не были. 

Трансплацентарная передача IgG-антител, 
опосредованная деятельностью FcRn-рецептора, 
процесс активный, следовательно, можно пред-
положить, что механизмы, приводящие к энер-
гетическому дефициту, в том числе лежащие 
в основе плацентарной недостаточности, могут 
отразиться на уровне материнских антител у пло-
да. Данные исследований свидетельствуют, что 
многие сосудистые нарушения фетоплацентар-
ного комплекса обусловлены действием ангио-
генных белков и цитокинов, в том числе VEGF, 
Ang-1, TGF-β [9, 18]. Указанные факторы влияют 
на формирование, развитие и функционирова-
ние эндотелиальных клеток сосудов, входящих 
в структуру гистологического плацентарного ба-
рьера и участвующих в трансплацентарной пере-
дачи веществ, в том числе иммуноглобулинов 
класса G.

В ходе проведенного исследования установ-
лено, что при плацентарной недостаточности 
регистрировалось снижение уровня VEGF в пу-
повинной крови как серонегативных, так и серо-
позитивных к вирусу кори новорожденных. Од-
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нако в случае серопозитивных младенцев такой 
результат мог нивелироваться благодаря высо-
ким значениям Ang-1 и адекватному, относитель-
но результатов, полученных при неосложненной 
беременности, уровню TGF-β. В то же время 
у серонегативных новорожденных уровень Ang- 1 
был достоверно ниже, чем у серопозитивных, 
а значения TGF-β – выше.

Таким образом, у серонегативных новорож-
денных при плацентарной недостаточности 
наблюдался сдвиг баланса исследуемых бел-
ков: снижение показателей ангиогенеза (VEGF, 
Ang- 1) и повышение секреции TGF-β, обладаю-
щего мощным антиангиогенным и проапопто-
генным действием, что могло приводить к более 
выраженным сосудистым нарушениям в системе 
фетоплацентарного комплекса и срыву защитных 
компенсаторных механизмов. Следовательно, та-
кие процессы могут сопровождаться снижением 
энергетических ресурсов и нарушением механиз-
мов активного трансплацентарного транспорта, 
в том числе IgG-антител.

Также, исходя из результатов исследования, 
можно предположить, что для трансплацентар-
ной передачи IgG-антител от матери плоду имеет 
значение не секреция клетками плаценты кон-
кретного сосудистого фактора, а совместное дей-
ствие нескольких показателей. При этом, веро-
ятно, у матерей с плацентарной недостаточности 
во время беременности, родивших серопозитив-
ных к вирусу кори новорожденных, отмечается 
действие механизмов, направленных на ком-
пенсацию патологического состояния, а у серо-
негативных – срыв механизмов компенсации, 
приводящий к дисбалансу сосудистых факторов 
и цитокинов. 

Следовательно, несмотря на наличие в крови 
беременной IgG-антител к вирусу кори в защит-

ных количествах, в случае возникновения у жен-
щины в период гестации плацентарной недоста-
точности даже доношенный ребенок, рожденный 
ею, может оказаться восприимчивым к указан-
ной инфекции. Поэтому тактика вакцинации 
таких детей должна отличаться от общепринятой 
в детской популяции и соответствовать, напри-
мер, ранее разработанным подходам по иммуни-
зации пациентов с нарушенным состоянием здо-
ровья [2, 4, 10].

Заключение
В пуповинной крови младенцев, не имею-

щих протективных значений трансплацентар-
ных IgG-антител к вирусу кори, рожденных 
матерями с плацентарной недостаточностью 
во время беременности, обнаружен дисбаланс 
в системе факторов, регулирующих ангиогенез, 
характеризующийся снижением концентраций 
проангиогенных факторов – VEGF, Ang-1 и, со-
ответственно, увеличением содержания анти-
ангиогенного фактора TGF-β. В парах мать – 
новорожденный с физиологическим течением 
беременности у аналогичной группы младенцев, 
серонегативных к вирусу кори, уровень проан-
гиогенных и антиангиогенных факторов не от-
личался от таковых у новорожденных, имеющих 
протективные антитела к указанной инфекции. 
Данный факт свидетельствует о том, что при не-
осложненном течении беременности транспла-
центарная передача иммуноглобулинов класса 
G находится в прямой зависимости от наличия 
специфических антител у женщины, а при пла-
центарной недостаточности дисбаланс в системе 
факторов, регулирующих ангиогенез, может спо-
собствовать нарушению механизмов трансмис-
сии IgG-антител к вирусу кори от серопозитив-
ных матерей плоду.
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ДИСФУНКЦИИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ 
У ДЕТЕЙ С ВРОЖДЕННЫМИ РАСЩЕЛИНАМИ ГУБЫ И НЕБА
Митропанова М.Н.1, Чудилова Г.А.1, Нестерова И.В.1, 2, 
Ковалева С.В.1
1 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия 
2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов» Министерства образования и науки РФ, Москва, 
Россия

Резюме. Проблема реабилитации детей с врожденными расщелинами губы и неба (ВРГН) яв-
ляется сложнейшей задачей и не теряет своей актуальности. Дети с ВРГН часто страдают повтор-
ными острыми вирусными и бактериальными инфекциями респираторного тракта и ЛОР-органов, 
что приводит к вынужденной отсрочке проводимых хирургических, ортодонтических лечебных ме-
роприятий, адекватной речевой терапии, осложнениям после проведенных этапных хирургических 
операций. Развитие воспалительных процессов у детей с ВРГН связано с анатомо-топографическими 
особенностями, облегчающими проникновение патогенной микрофлоры, нарушениями микробио-
ценоза слизистой ротовой полости и носа и, как следствие, с негативными изменениями в иммунной 
системе (ИС). Ключевыми клетками ИС в поддержании гомеостаза и обеспечения здоровья полости 
рта являются нейтрофильные гранулоциты (НГ). Дисфункции НГ при ВРГН препятствуют элимина-
ции возбудителей и поддерживают их персистенцию. Это может возникать на фоне ранее имевших-
ся дефектов функционирования системы НГ и усугубляться значительным по патогенности и мас-
сивности воздействием различных инфекционных агентов. Полноценная диагностика дисфункций 
НГ необходима для дальнейшего осуществления их своевременной иммунокоррекции и предотвра-
щения развития патологического хронического воспаления в ответ на длительно присутствующую 
на слизистой ротовой полости и носа патогенную микрофлору. С этой целью проведено изучение 
функциональной активности и фенотипических особенностей НГ при ВГРН у детей на разных эта-
пах комплексной реабилитации. Проведено исследование образцов крови 56 детей с ВРГН: 1-3 лет 
(n = 20, группа 1), 4-6 лет (n = 20, группа 2) и 7-12 лет (n = 20, группа 3), находящихся на разных 
этапах комплексной реабилитации, и 30 условно здоровых детей (группы контроля) соответствую-
щего возраста. Выявлено нарушение микробиоценоза слизистых ротовой и носовой полости, что 
может явиться причиной или следствием снижения антибактериального иммунитета, и прежде все-
го дисфункций НГ. Обнаружены общие для всех возрастных групп детей с ВРГН дисфункции НГ: 
появление НГ, экспрессирующих CD14-рецепторы, отсутствующие у детей всех трех контрольных 
групп, что свидетельствует о присутствии вирусной и бактериальной нагрузки; дефекты фагоцитоза, 
связанные со снижением количества активно фагоцитирующих НГ, нарушение функций захвата; на-
пряженность NADPH-оксидаз с частичной или полной блокадой ответа на дополнительную анти-
генную нагрузку даже в период отсутствия острых клинических проявлений. Сравнительный анализ 
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изучаемых показателей уровня экспрессии рецепторов СD64, CD16, CD32, СD14 НГ в группах детей 
c ВРГН демонстрирует разную оснащенность, предопределяющую несостоятельность фагоцитарной 
и микробицидной функции НГ в разные возрастные периоды. Так, увеличение экспрессии данных 
мембранных маркеров, особенно СD64 и СD14, в старших возрастных группах сопровождается более 
значимой дефектностью фагоцитарной и киллинговой функции НГ, что сопряжено не только с воз-
вратными вирусными респираторными инфекциями, но и с высокой частотой ассоциированных бак-
териальных инфекций дыхательной системы и ЛОР-органов. Выявленные дисфункции НГ у детей 
с ВГРН различных возрастных групп свидетельствуют об их неспособности к реализации адекватной 
противоинфекционной защиты, что может приводить к нетипично протекающим вирусно-бактери-
альным инфекциям и возникновению различных, в том числе гнойных, осложнений в послеопера-
ционном периоде, что требует разработки таргетной иммунотерапии, включаемой в программу ком-
плексной реабилитации детей с ВГРН и направленной на восстановление нарушенных функций НГ.

Ключевые слова: нейтрофильные гранулоциты, врожденные расщелины губы и неба, дети

DYSFUNCTIONS OF NEUTROPHILIC GRANULOCYTES IN 
CHILDREN WITH CONGENITAL CLEFT LIP AND PALATE
Mitropanova M.N.a, Chudilova G.A.a, Nesterova I.V.a, b, Kovaleva S.V.a
a Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation 
b Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation

Abstract. The problem of rehabilitation of children with congenital cleft lip and palate (CCLP) is a 
difficult task and doesn’t lose its relevance. Children with CCLP often suffer from repeated acute viral and 
bacterial infections of the respiratory tract and upper respiratory tract, which leads to a forced delay in surgical, 
orthodontic treatment, adequate speech therapy and complications after staged surgical operations. The 
development of inflammatory processes in children with CCLP is associated with anatomical and topographic 
features that facilitate the penetration of pathogenic microflora in oral and nose mucosa and, consequently, 
negative changes in the immune system (IS). The key cells of IS in maintaining homeostasis and ensuring 
oral health are neutrophil granulocytes (NG). NG dysfunctions in CCLP interfere with the elimination of 
pathogens and support their persistence. This can occur against the background of previously existing defects 
in the functioning of the NG system and is aggravated by the significant pathogenicity and massiveness of 
the impact of various infectious agents. Full diagnostics of NG dysfunctions is necessary for the further 
implementation of their timely immune correction and prevention of the development of pathological chronic 
inflammation in response to the pathogenic microflora long-term on the mucous membrane of the mouth 
and nose. For this purpose study was conducted of the functional activity and phenotypic characteristics of 
NG in children with CCLP at different stages of complex rehabilitation. Blood samples of 56 children with 
CCLP 1-3 years (n = 20, group 1), 4-6 years (n = 20, group 2), and 7-12 years (n = 20, group 3) at different 
stages of complex rehabilitation and 30 conditionally healthy children (control groups) of the corresponding 
age was studied. A violation of the microbiocenosis of the mucous membranes of the oral and nasal cavities 
was revealed, which may be a cause or a consequence of a decrease in antibacterial immunity, first of all NG 
dysfunctions. Common for all age groups children with CCLP NG dysfunction was found: the appearance 
of NG expressing CD14 receptors that are absent in children of all three control groups, which indicates the 
presence of viral and bacterial load; defects of phagocytosis associated with a decrease in the number of actively 
phagocytic NG, impaired NG capture functions; impaired NADPH oxidase release with partial or complete 
blockade of the response to additional antigenic load, even in the absence of acute clinical manifestations. 
Comparative analysis of the studied indicators of the expression level of the receptors CD64, CD16, CD32, 
CD14 NG in children with CCLP demonstrates different equipment, which determines the inconsistency of 
the phagocytic and microbicidal function of NG in different age periods. Thus, an increase in the expression of 
these membrane markers, especially CD64 and CD14, in older age groups is accompanied by more significant 
defects in phagocytic and killing functions of NG, which is associated not only with recurrent viral respiratory 
infections, but also with a high frequency of associated bacterial infections of the respiratory system and ENT – 
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Введение
Нейтрофильные гранулоциты (НГ) являются 

основными клетками иммунной системы, кото-
рые в большом количестве рекрутируются в ответ 
на контакт с патогенами и отвечают за обеспече-
ние здоровья полости рта. Ключевым фактором 
поддержания гомеостаза является взаимодей-
ствие между микробиотой полости рта и НГ [8, 9, 
17]. Важнейшей функцией НГ является мгновен-
ное реагирование на бактериальные, вирусные 
и грибковые патогены. Рецепторы поверхностной 
цитоплазматической мембраны НГ являются чув-
ствительными сенсорами, которые способствуют 
реализации важных функций НГ и опосредуют 
взаимосвязь гранулоцитов с экстрацеллюлярным 
окружением [4-6]. У детей с пороками развития 
челюстно-лицевой области формирование вос-
палительного процесса связано с анатомо-топо-
графическими особенностями при врожденной 
расщелине губы и неба (ВРГН), облегчающими 
проникновение патогенной микрофлоры с по-
следующими нарушениями микробиоценоза 
слизистой ротовой полости и слизистой носа, 
и, как следствие, с негативными изменениями 
состояния иммунной системы [2, 3]. Необходи-
мость использования антибактериальных препа-
ратов приводит к появлению микроорганизмов 
с выраженными патогенными свойствами, об-
ладающих высокой резистентностью к антибио-
тикам, что дополнительно усугубляет изменения 
микробного пейзажа при ВРГН [1]. Дисфункции 
НГ при ВРГН препятствуют элиминации воз-
будителей и поддерживают их персистенцию. 
С одной стороны, нарушение элиминации воз-
будителей может возникать на фоне ранее имев-
шихся дефектов функционирования системы НГ, 
с другой – несостоятельность НГ усугубляется 
значительным по патогенности и массивности 
воздействием различных инфекционных агентов.

Известно, что функциональная активность 
НГ, в частности их фагоцитарная функция и ми-
кробицидная активность, находится в непо-
средственной зависимости от фенотипических 
особенностей – количества и плотности экс-
прессируемых рецепторов [7]. Так, показано, что 
CD64(FcγRI), CD16(FcγRIII), CD32(FCγRII) – 
триггерные молекулы, запускающие иммунный 
фагоцитоз и процессы киллинга. Экспрессия 
на мембране НГ CD32, CD16 важна в осуществле-

нии как фагоцитарной функции, так и антитело-
зависимой цитотоксичности (АЗКЦ), что ассоци-
ируется с CD11b/CD18-зависимым повышением 
адгезии, дегрануляцией и киллингом [18]. Раннее 
распознавание микробных продуктов иммун-
ной системой является необходимым условием 
для эффективного воспалительного ответа, при-
водящего к привлечению НГ к месту инфекции 
и бактериальному клиренсу. Рецепторы распоз-
навания PAMP, включая TLR4, а также рецептор 
CD14, играют существенную роль в этом процес-
се [15]. CD14 представляет собой липополисаха-
рид-связывающий белок (LPS) и функционирует 
как рецептор эндотоксина. CD14 и рецепторы 
распознавания образов Toll-подобного рецеп-
тора (TLR) участвуют в ответе на LPS и другие 
микробные продукты, компоненты грамотрица-
тельных и грамположительных бактерий, мико-
бактерий, спирохет и дрожжей [12]. Роль CD14 
и TLR4 ранее была обнаружена при распознава-
нии респираторно-синцитиального вируса (RSV) 
[14], что позволяет предположить, что эти рецеп-
торы могут иметь более широкое участие в им-
мунном ответе, чем считалось ранее. CD14 слабо 
экспрессируется на НГ, однако после активации 
НГ экспрессия молекулы CD14 на поверхност-
ной плазматической мембране увеличивается 
за счет транслокации из цитоплазматических 
гранул [16]. При длительной стимуляции НГ LPS 
молекулы CD14 синтезируются de novо [19]. НГ 
реагируют на комплексы LPS/LBP через CD14, 
высвобождая TNFα [10]. Определение особен-
ностей функционирования НГ при ВГРН у детей 
имеет важное значение в мониторинге таких па-
циентов на разных этапах комплексной реабили-
тации. Полноценная диагностика дисфункций 
НГ необходима для дальнейшего осуществле-
ния их своевременной иммунокоррекции с це-
лью предотвращения развития патологического 
хронического воспаления в ответ на длительно 
присутствующую на слизистой ротовой полости 
и носа патогенную микрофлору. Вместе с тем 
функциональная активность и фенотипические 
особенности НГ при ВГРН у детей на разных эта-
пах комплексной реабилитации остаются мало-
изученными.

Целью исследования явилось изучение особен-
ностей фенотипа и функциональной активности 
НГ у детей с врожденными расщелинами губы 

organs. Revealed NG dysfunctions in children with CCLP of various age groups indicate their inability to 
implement adequate anti-infective protection, which can lead to atypically occurring viral – bacterial infections 
and the occurrence of various, including purulent complications in the postoperative period, which requires the 
development of targeted immunotherapy, included in the program of comprehensive rehabilitation in children 
with CCLP and aimed at restoring impaired NG functions. 

Keywords: neutrophilic granulocytes, congenital cleft lip and palate, children
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и неба на различных этапах комплексной реаби-
литации.

Материалы и методы
В исследование были включены 56 детей 

с ВРГН, находящихся на разных этапах ком-
плексной реабилитации.

Группу 1 составили 20 детей от 1 года до 3 лет 
на этапе подготовки к хирургической операции 
по устранению дефекта мягкого неба (велопла-
стики) или ранней щадящей операции по устра-
нению дефектов твердого неба (уранопластики); 
в группу 2 вошло 20 детей от 4–6 лет перед хи-
рургической операцией по устранению и коррек-
ции дефектов твердого неба и закрытием оста-
точного дефекта неба (поздняя уранопластика), 
коррекции верхней губы и преддверия полости 
рта – ортодонтическая реабилитация; группу 3 
составили 16 детей от 7 до 12 лет на этапе под-
готовки к ранней аутоостеопластике с коррек-
цией альвеолярного отростка верхней челюсти 
и хрящевого отдела носа, удалением временных 
и постоянных зубов по ортодонтическим показа-
ниям, рассечением послеоперационных рубцов, 
устранением небно-глоточной недостаточности 
(компактостеотомия). Из ортодонтических меро-
приятий – применение лицевой маски, небных 
винтов для расширения верхней челюсти с одно-
временной протракцией, съемных и несъемных 
конструкций. Группы контроля составили ус-
ловно здоровые дети соответствующих возраст-
ных диапазонов (по 10 человек в каждой группе). 
Проводили микробиологические исследования 
полости рта, носоглотки и носовой полости у де-
тей с ВГРН на наличие патогенных и условно- 
патогенных микроорганизмов стандартными  
методами.

Проводилась оценка количества НГ, экс-
прессирующих CD64-, CD16-, CD32-, CD14-
рецепторы (Becton Dickinson FACScan, США), 
и конъюгатов моноклональных антител CD64-
FITC, СD16-FITC, CD32-PE, CD14-FITC 
(Beckman Coulter International S.A., Франция). 
Исследование фагоцитарной функции НГ прово-
дили в соответствии с методическими рекомен-
дациями [6], тестировали содержание активно 
фагоцитирующих НГ – относительное (% ФАН) 
и абсолютное количество (ФАН абс.); для харак-
теристики объема захваченного бактериально-
го материала (S. aureus, штамм 209) определяли 
фагоцитарное число (ФЧ), фагоцитарный ин-
декс (ФИ); для оценки киллинговой активности 
и переваривания определялся процент перевари-
вания (% П), индекс переваривания (ИП). Ак-
тивность микробицидных систем НГ, с оценкой 
их способности к реализации цитотоксического 
и цитолитического потенциала, тестировалась 

Рисунок 1. Показатели рецепторной функции 
нейтрофильных гранулоцитов у детей 1-3 лет 
с врожденной расщелиной губы и неба (в процентах 
от контрольной группы)
Примечание. * – p < 0,05 (достоверность различий между 
исследуемой группой и соответствующим контролем).
Figure 1. Receptor function indicators of neutrophilic 
granulocytes in children 1-3 years of age with congenital cleft lip 
and palate as (as a percentage of the control group)
Note. *, p < 0.05 (the significance of differences between the study 
group and the corresponding control).

с использованием нагрузочных тестов в систе-
ме in vitro. В зависимости от уровня активности 
NADРН-оксидазы в спонтанном и стимулиро-
ванном NBT-тесте (индукция S. aureus, штамм 
209) определялся средний цитохимический ин-
декс – СЦИ, рассчитывался коэффициент моби-
лизации (КМ) – % ФПКcт/% ФПКсп.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью компьютерных 
программ Microsoft Exel, StatPlus 2009 с приме-
нением непараметрических тестов Вилкоксона 
и Манна–Уитни. Результаты представляли в виде 
медианы (верхний и нижний квартиль) – Me 
(Q0,25-Q0,75). Достоверность различия определяли 
при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
По результатам микробиологических и бакте-

риологических исследований идентифицировано 
10 культур грамположительных и грамотрица-
тельных бактериальных микроорганизмов, а так-
же Candida albicans и Candida krusei. Изучение 
микробного пейзажа у детей с ВГРН позволило 
выявить определенную закономерность – слизи-
стые были заселены не монокультурами, а ассо-
циациями микроорганизмов, колонизирующими 
различные биотопы. Также выявлено, что с уве-
личением возраста во всех изученных биотопах 
наблюдаются значительные изменения как в 
качественном, так и в количественном составе 
микробов. Нарушение микробиоценоза слизи-
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Рисунок 2. Показатели фагоцитарной и NADРН-
оксидазной микробицидной активности нейтрофильных 
гранулоцитов у детей 1-3 лет с врожденной расщелиной 
губы и неба (в процентах от контрольной группы)
Figure 2. Phagocytic and NADPH oxidase microbicidal activity 
of neutrophilic granulocytes in children 1-3 years of age with 
congenital cleft lip and palate (as a percentage of the control 
group)

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ РЕЦЕПТОРНОЙ ФУНКЦИИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ У ДЕТЕЙ С ВРОЖДЕННОЙ 
РАСЩЕЛИНОЙ ГУБЫ И НЕБА, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. INDICATORS OF THE RECEPTOR FUNCTION OF NEUTROPHILIC GRANULOCYTES IN CHILDREN WITH 
CONGENITAL CLEFT LIP AND PALATE, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Indicators 

1-3 года
1-3 years

Контроль
1-3 года
Control 

1-3 years

4-6 лет
4-6 years

Контроль
4-6 лет
Control 

4-6 years

7-12 лет
7-12 years

Контроль 
7-12 лет
Control 

7-12 years
Общее 
количество 
лейкоцитов
Total leukocyte 
count

6,5
(6,45-7,00)

7,25
(6,15-7,40)

5,63
(4,94-7,15)

5,68
(5,00-6,15)

6,35*
(5,39-7,28)

4,57
(4,03-5,10)

% НГ
% NG

34,00*
(28,00-38,00)

41,00
(39,00-45,50)

44,00
(36,50-53,75)

41,29
(35,00-45,00)

52,00
(43,00-61,50)

57,83
(54,25-59,75)

% CD16 97,92
(97,88-98,4)

96,01
(96,00-99,20)

98,53*
(98,28-99,27)

93,30
(91,30-95,20)

92,10*
(91,08-92,98)

98,25
(96,84-99,36) 

% CD14 0,97*
(0,44-2,30) 0,01 0,88*

(0,39-1,46) 0,01 1,07*
(0,96-1,17) 0,01

% CD32 98,81
(97,17-98,30)

96,70
(93,87-99,80)

98,11
(97,53-98,71)

94,10
(92,30-96,00)

93,72
(92,70-94,25)

93,1
(91,06-96,60)

% CD64 0,58*
(0,48-0,70)

1,75
(1,40-1,93)

0,62
(0,13-1,03)

0,61
(0,20-0,70)

3,36*
(2,11-4,65)

0,50
(0,40-0,68)

Примечание.* – достоверность различий p < 0,05 по отношению к соответствующему возрастному контролю.

Note. *, significance of differences p < 0.05 with respect to the corresponding age control.

стых ротовой и носовой полости может явиться 
причиной или следствием снижения антибакте-
риального иммунитета, и прежде всего дисфунк-
ций НГ.

Анализ показателей фагоцитарной и микро-
бицидной активности, фенотипического профи-
ля НГ у детей с ВГРН разных возрастных групп 
на различных этапах комплексной реабилитации 
продемонстрировал ряд особенностей. 

Так, выявлено, что у детей группы 1, на фоне 
снижения относительного и абсолютного со-
держания НГ, отмечается незначительное уве-
личение количества НГ, экспрессирующих 
СD16- и СD32-рецепторы (р1 > 0,05; р2 > 0,05), 
достоверное снижение в 2,5 раза уровня CD64+НГ 
и появление НГ 0,97 (0,44-2,30) %, экспресси-
рующих на поверхности цитоплазматической 
мембраны CD14-антигены, в сравнении с пока-
зателями контрольной группы детей от 1-3 лет 
(рис. 1, табл. 1). 

Анализ результатов исследования фагоци-
тарной функции у детей 1 группы, прежде всего, 
показал более низкий уровень активно фагоци-
тирующих НГ (% ФАН, ФАН абс.) относительно 
таковых у здоровых детей (рис. 2). 

При этом и показатели поглотительной спо-
собности НГ (ФЧ, ФИ), и показатели, харак-

Группа 1
Group 1
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Control
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Рисунок 3. Показатели рецепторной функции 
нейтрофильных гранулоцитов у детей 4-6 лет 
с врожденной расщелиной губы и неба (в процентах 
от контрольной группы)
Примечание. См. примечание к рисунку 1. 
Figure 3. Receptor function indicators of neutrophilic 
granulocytes in children 4-6 years of age with congenital cleft lip 
and palate as (as a percentage of the control group)
Note. As for Figure 1.

Рисунок 4. Показатели фагоцитарной и NADРН-
оксидазной микробицидной активности нейтрофильных 
гранулоцитов у детей 4-6 лет с врожденной расщелиной 
губы и неба (в процентах от контрольной группы)
Figure 4. Phagocytic and NADPH oxidase microbicidal activity 
of neutrophilic granulocytes in children 4-6 years of age with 
congenital cleft lip and palate (as a percentage of the control 
group)

теризующие переваривающую способность НГ, 
были на уровне контрольных значений (рис. 2). 
В то же время наблюдалась напряженность 
NADРН-оксидазной микробицидной активно-
сти НГ в спонтанном NBT-тесте (СЦИсп – 0,32 
(0,25-0,40), % ФПКсп – 11,00 (8,00-13,00) против 
СЦИсп – 0,09 (0,05-0,12), % ФПКсп – 2,00 (1,00-
3,00) в контроле). При дополнительной антиген-
ной нагрузке отмечался срыв резервных возмож-
ностей НГ, что отразилось в снижении КМ – 0,88 
(0,88-1,33) против 2,5 (1,50-3,50) у здоровых де-
тей соответствующей возрастной группы (рис. 2).

Выявленные изменения у детей этой груп-
пы характеризуют, с одной стороны, дефект-
ность и напряженность врожденного имму-
нитета на фоне состояния физиологического 
воспаления слизистой десен при прорезывании 
временных зубов, характерного для этого воз-
раста, с другой стороны и, как следствие, фор-
мирование неадекватного иммунного ответа, 
связанного с постоянной вирусной нагрузкой 
(персистенция респираторных и герпес-виру-
сов, острые герпетические стоматиты), бакте-
риальной нагрузки, представленной наиболее 
часто регистрируемыми ассоциациями стрепто-
кокков (Str. viridans, Str. pneumoniae), Ent. durans, 
Ent. faecium, S. epidermidis, Haemophilus influenza, 
при обилии мягкого зубного налета, грибковые 
стоматиты, вызванные Candida albicans, несмотря 
на отсутствие острых клинических проявлений 
заболеваний. 

Показано, что у детей исследуемой группы 
2 (4-6 лет) общее количество лейкоцитов и НГ 
имело тенденцию к снижению, но достоверно 
не отличалось от значений контрольной группы 
условно здоровых детей, сопоставимой по возра-
сту (р1 > 0,05; р2 > 0,05). При анализе показателей, 
характеризующих фенотип НГ, отмечено досто-
верное увеличение относительного количества 
НГ, экспрессирующих CD32- и СD14-рецепторы 
(р1 < 0,05; р2 < 0,05), при неизменном уровне 
СD64+НГ, CD16+НГ по отношению к показате-
лям контроля (р1 > 0,05; р2 > 0,05) (рис. 3, табл. 1). 

При этом количество активно работающих НГ 
(% ФАН, ФАН абс.), способность захвата бакте-
риального антигена (ФЧ и ФИ) и перевариваю-
щая активность НГ были в пределах контрольных 
значений (р > 0,05) (рис. 5). Однако выявлена ак-
тивация спонтанных NADРН-оксидаз с низким 
ответом на дополнительную антигенную нагруз-
ку (КМ – 1,13 (1,00-1,25) против 1,67 (1,55-2,00) 
в контроле) (рис. 4). 

Анализ показателей, определяющих состоя-
ние НГ у детей с ВРГН данной возрастной груп-
пы, выявил неадекватно низкий ответ на вирус-
ные инфекции и блокаду – на бактериальные.
Для этой группы детей характерны хронические 
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герпетические стоматиты, разной степени тя-
жести с афтозными высыпаниями на слизистой 
оболочке полости рта, катаральным воспалени-
ем десен. Появляется сменный прикус (смена 
временных зубов на постоянные) слизистая де-
сен в состоянии физиологического воспаления, 
которая является входными воротами для ви-
русной и бактериальной инфекции. Ухудшается 
гигиеническое состояние полости рта, активно 
появляется кариес и осложненный кариес зубов, 
наличие в полости рта несанируемых зубов уве-
личивает штаммы микроорганизмов S. mutans. 
S. аureus, значительно усиливается колониза-
ция Str. viridans, Str. pneumoniae, Ent. Durans, 
Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae. 
Дети этого возраста с ВГРН болеют детскими ин-
фекциями, которые проявляются воспалением 
в полости рта (корь, ветряная оспа, скарлатина 
и т.д.) – эрозиями, афтами, язвами, страдают ре-
цидивирующими бактериальными стоматитами, 
катаральными и гнойными воспалениями мин-
далин, ринитами.

Анализ показателей группы 3 детей 7-12 лет 
позволил выявить следующие закономерности: 
на фоне тенденции снижения общего количества 
лейкоцитов выявлено достоверное снижение 
относительного и абсолютного количества НГ 
(рис. 5).

При этом отмечено повышение в 6,7 раза 
уровня CD64+НГ до 3,36 (2,11-4,65) % против 0,50 
(0,40-0,68) % в контроле, появление CD14+НГ 
в 1,07 (0,96-1,17) % на фоне снижения уровня 
CD16+НГ до 92,10 (91,08-92,00) % против 98,25 
(96,84-99,36) % в контроле (рис. 5). 

При оценке фагоцитарной активности у детей 
3 группы, на фоне снижения абсолютного коли-
чества НГ до 2,11 (1,67-3,17) против 4,3 (4,27- 4,64) 
в контроле, выявлено снижение и доли сре-
ди них активно фагоцитирующих НГ до 44,0 
(42,50- 45,50) % против 54,67 (51,00-57,00) %, что 
особенно показательно при оценке абсолютных 
показателей ФАН (0,87 (0,44-1,30) × 109/л против 
2,35 (2,17-4,64) × 109/л) (рис. 6). 

Процессы захвата (ФИ, ФЧ) также имели тен-
денцию к снижению (р1 > 0,05; р2 > 0,05), а пока-
затели переваривания (% П, ИП) не отличались 
от контрольных значений. При этом выявлено 
повышение спонтанной активности NADPH-
оксидаз как по % ФПК – 4,00 (3,00-5,00) против 
1,00 (1,00-1,75) (р < 0,05), так и по СЦИ – 0,15 
(0,13-0,18) против 0,05 (0,04; 0,11) (р < 0,05) в кон-
троле. При дополнительной антигенной нагруз-
ке в NBTcт-тесте сохранялся резервный микро-
бицидный потенциал НГ – КМ 1,34 (1,26- 1,42) 
(рис. 6). Данные изменения можно оценить 
как неадекватную реакцию НГ. Синтез de novo 
CD14, усиление экспрессии CD64 при сниже-

Рисунок 5. Показатели рецепторной функции 
нейтрофильных гранулоцитов у детей 7-12 лет 
с врожденной расщелиной губы и неба (в процентах 
от контрольной группы) 
Примечание. См. примечание к рисунку 1. 
Figure 5. Receptor function indicators of neutrophilic 
granulocytes in children 7-12 years of age with congenital cleft 
lip and palate as (as a percentage of the control group)
Note. As for Figure 1.

Рисунок 6. Показатели фагоцитарной и NADРН-
оксидазной микробицидной активности 
нейтрофильных гранулоцитов у детей 7-12 лет 
с врожденной расщелиной губы и неба (в процентах 
от контрольной группы)
Figure 6. Phagocytic and NADPH oxidase microbicidal activity 
of neutrophilic granulocytes in children 7-12 years of age with 
congenital cleft lip and palate (as a percentage of the control 
group)
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нии экспрессии CD16 демонстрируют фенотип 
НГ, характерный для наличия инфекции [19]. 
В 3 группе детей также выявлен неэффективный 
ответ НГ на постоянную микробную нагрузку, 
преимущественно бактериальную, так как вы-
явленный количественный дефицит НГ, в том 
числе активно фагоцитирующих НГ, недостато-
чен для элиминации патогена. У детей группы 3 
увеличивается частота встречаемости микроор-
ганизмов и их видовое разнообразие, кроме об-
наруженных в других группах ассоциаций стреп-
тококков, стафилококков появляются в большом 
количестве C. krusei и C. albicans, Ent. durans, 
Kl. pneumonia. В этот возрастной период у де-
тей отмечается склонность к пролиферативным 
и гипертрофическим воспалительным процессам 
в области десневого сосочка и маргинальной дес-
ны (отечно-воспалительные и фиброзные формы 
гипертрофического гингивита), а также аллерги-
ческие риниты, аллергические стоматиты. 

Таким образом, сравнительный анализ уров-
ня экспрессии рецепторов СD64, CD16, CD32, 
СD14 НГ в изучаемых группах детей c ВГРН 
и детей разных возрастных контрольных групп 
демонстрирует разную оснащенность, пред-
определяющую несостоятельность фагоцитарной 
и микробицидной функции НГ во все изучаемые 
возрастные периоды. Несмотря на появление 
корецепторных молекул CD14 на НГ, свидетель-
ствующих об активации паттернраспознающих 
рецепторов TLR2 и TLR4 в целях обеспечения 
процессов адекватной элиминации микроорга-
низмов, по всей вероятности, высокая микроб-
ная нагрузка и ее увеличение в различных группах 

с ВГРН вызывает блокаду взаимодействия CD16-
CR3 под действием Mac-1-подобного белка GAS 
[11], продуцируемого микроорганизмами, в част-
ности стрептококками, что приводит к наруше-
нию передачи сигналов и ингибированию анти-
микробного ответа НГ.

Обнаружены общие для всех возрастных групп 
детей с ВРГН дисфункции НГ: 

– появление НГ, экспрессирующих CD14-
рецепторы, отсутствующие у детей всех трех кон-
трольных групп условно здоровых детей и свиде-
тельствует о высокой вирусной и бактериальной 
нагрузке на слизистых даже в период отсутствия 
острых клинических проявлений;

– дефекты фагоцитоза, выраженные в той 
или иной степени, в первую очередь связанные 
со снижением количества активно фагоцитирую-
щих НГ, нарушением функций захвата; 

– напряженность NADPH-оксидаз с частич-
ной или полной блокадой ответа на дополнитель-
ную антигенную нагрузку. 

Выявленные особенности нарушений функ-
ционирования НГ у детей различных возрастных 
групп с ВГРН свидетельствуют об их неспособ-
ности к реализации адекватной противоинфек-
ционной защиты, что может приводить к нети-
пично протекающим вирусно-бактериальным 
инфекциям и возникновению различных, в том 
числе гнойных, осложнений в послеоперацион-
ном периоде. Очевидна необходимость разра-
ботки таргетной иммунотерапии, направленной 
на восстановление нарушенных функций НГ 
и включаемой в программу комплексной реаби-
литации детей с ВГРН.
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ОСОБЕННОСТИ СИСТЕМНОГО ИММУНИТЕТА У ЖЕНЩИН 
С ЭНДОМЕТРИОЗОМ И ГЕНИТАЛЬНОЙ ИНФЕКЦИЕЙ
Зайнетдинова Л.Ф., Телешева Л.Ф., Коряушкина А.В., 
Квятковская С.В., Мезенцева Е.А., Никушкина К.В.
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. Наружный генитальный эндометриоз – воспалительное, эстрогензависимое заболевание, 
которое развивается преимущественно у женщин репродуктивного возраста и характеризуется нали-
чием болевого синдрома и бесплодия. На сегодняшний день эндометриоз является одним из наиболее 
часто встречающихся гинекологических заболеваний у женщин репродуктивного возраста, однако 
этиология и патогенез его полностью не ясны. Нарушения системного иммунитета наиболее важны 
в патогенезе эндометриоза. Данные литературы об особенностях иммунного реагирования при эндо-
метриозе в сочетании с генитальной инфекцией немногочисленны и противоречивы. Цель – изучить 
особенности системного иммунитета у женщин с наружным генитальным эндометриозом и возбуди-
телями генитальной инфекции. 

Было обследовано 159 женщин с наружным генитальным эндометриозом. Исследованы основные 
субпопуляции лимфоцитов, функциональная активность нейтрофилов и моноцитов периферической 
крови, содержание цитокинов в сыворотке крови. Исследование системного иммунитета проводили 
у женщин с 1-2 и 3-4 стадиями эндометриоза, а также в зависимости от наличия возбудителей гени-
тальной инфекции. Наличие Chlamydia trachomatis, Ureaplasma spp., Mycoplasma genitalium, HSV1, 2/
CMV, HPV в эндометрии, перитонеальной жидкости и эндометриоидных гетеротопиях определяли 
методом ПЦР. Статистическая обработка проводилась с использованием пакета программ статисти-
ческого анализа IBM SPSS Statistics Version 22.2. 

По результатам проведенного исследования установлено, что у женщин с эндометриозом 1-2 ста-
дий наблюдаются признаки системного воспаления с преобладанием Th2-типа иммунного ответа 
и угнетением клеточного иммунитета. Особенностью при HPV было повышение T-NK-лимфоцитов, 
снижение IL-2 и функциональной активности нейтрофилов. Наличие Ureaplasma spp./Mycoplasma 
genitalium характеризовалось снижением показателей клеточного иммунитета и повышением 
T-NK- клеток. Только при HPV и Ureaplasma spp./Mycoplasma genitalium снижался синтез IL-2, IL-6. 
При 3-4 стадиях наиболее значимые изменения иммунитета установлены в группах женщин с гени-
тальной инфекцией. При HPV – высокий уровень IgA, повышение IgM, IL-8. При Ureaplasma spp./
Mycoplasma genitalium – угнетение клеточного иммунитета, высокий уровень IgA, снижение фагоци-
тарной активности нейтрофилов.

Таким образом, у женщин с эндометриозом при наличии возбудителей генитальной инфекции вы-
явлены особенности, которые могут способствовать развитию и прогрессированию заболевания.

Ключевые слова: наружный генитальный эндометриоз, системный иммунитет, вирус папилломы человека высокого 
онкогенного риска, уреаплазменная инфекция
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FEATURES OF SYSTEM IMMUNITY IN WOMEN WITH 
ENDOMETRIOSIS AND GENITAL INFECTION
Zaynetdinova L.F., Telesheva L.F., Koryaushkina A.V., 
Kvyatkovskaya S.V., Mezentseva E.A., Nikushkina K.V.
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. External genital endometriosis is an inflammatory, estrogen-dependent disease that develops 
predominantly in women of reproductive age and is characterized by the presence of pain syndrome and 
infertility. Today, endometriosis is one of the most common gynecological diseases in women of reproductive 
age, however, the etiology and pathogenesis of it are not completely clear. Violations of systemic immunity 
are most important in the pathogenesis of endometriosis. The literature data on the features of the immune 
response in endometriosis in combination with genital infection are few and contradictory. Purpose – to study 
the features of systemic immunity in women with external genital endometriosis and pathogens of genital 
infection. 

A total of 159 women with external genital endometriosis were examined. The main lymphocyte 
subpopulations, the functional activity of neutrophils and peripheral blood monocytes, and the content of 
cytokines in the blood serum were studied. A study of systemic immunity was performed in women with 1-2 and 
3-4 stages of endometriosis, as well as depending on the presence of pathogens of genital infection. The presence 
of Chlamydia trachomatis, Ureaplasma spp., Mycoplasma genitalium, HSV1, 2/CMV, HPV in the endometrium, 
peritoneal fluid, and endometrioid heterotopies was determined. Statistical processing was performed using the 
IBM SPSS Statistics Version 22.2 statistical analysis software package. 

According to the results of the study, it was found that women with endometriosis of stages 1-2 show 
signs of systemic inflammation with a predominance of the Th2 type of immune response and inhibition of 
cellular immunity. A particular feature of HPV was an increase in T-NK lymphocytes, a decrease in IL-2 and 
neutrophil functional activity. The presence of Ureaplasma spp./Mycoplasma genitalium was characterized by a 
decrease in cellular immunity and an increase in T-NK cells. Only with HPV and Ureaplasma spp./Mycoplasma 
genitalium decreased synthesis of IL-2, IL-6. With 3-4 stages, the most significant changes in immunity were 
found in groups of women with genital infection. When HPV – a high level of IgA, increased IgM, IL-8. With 
Ureaplasma spp./Mycoplasma genitalium – inhibition of cellular immunity, high levels of IgA, reduction of 
neutrophil phagocytic activity. 

Thus, in women with endometriosis in the presence of pathogens of genital infection revealed features that 
may contribute to the development and progression of the disease.

Keywords: external genital endometriosis, systemic immunity, human papillomavirus of high oncogenic risk, ureaplasma infection

Введение 
Эндометриоз – воспалительное, эстрогензави-

симое заболевание, которое развивается преиму-
щественно у женщин репродуктивного возраста 
и характеризуется наличием болевого синдрома 
и бесплодия. В последние десятилетия, эндоме-
триоз рассматривают в качестве новой болезни 
цивилизации [11]. При наружном генитальном 
эндометриозе (НГЭ) наблюдается имплантация 
и разрастание эндометриальной ткани вне по-
лости матки. Это сопровождается повышенной 
продукцией провоспалительных цитокинов, 
простагландинов, компонентов комплемента, 
гидролитических ферментов, усилением про-
цессов ангиогенеза, аномалиями эктопического 
эндометрия и нарушением функции клеточно-
опосредованного иммунитета [20]. На сегодняш-
ний день НГЭ является одним из наиболее часто 
встречающихся гинекологических заболеваний 

у женщин репродуктивного возраста, однако 
этиология и патогенез его полностью не ясны [1, 
3, 10, 13, 17, 22, 28]. Было высказано предполо-
жение, что внутриматочная инфекция может 
инициировать развитие эндометриоза путем ак-
тивации врожденного иммунитета [16]. В науч-
ной литературе обсуждается возможное участие 
вируса папилломы человека при эндометриозе. 
Oppelt Р. и соавт. в очагах эндометриоза находили 
ВПЧ высокого и среднего канцерогенного риска 
в 11,3% случаев [23]. По данным Vestergaard A.L. 
и соавт., ВПЧ был обнаружен в эутопическом эн-
дометрии у 3% женщин с эндометриозом. При 
этом в эктопическом эндометрии вирусы не вы-
являлись [29]. В исследовании Heidarpour M. и со-
авт. у женщин с эндометриозом яичников ВПЧ 
высокого канцерогенного риска (ВПЧ ВКР) был 
идентифицирован в 26% случаев [15]. 
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Нарушения системного и местного иммуни-
тета наиболее важны в патогенезе эндометри-
оза [12]. Предположительно, недостаточность 
клеточного иммунитета при НГЭ обусловлена 
в основном недостаточностью противовирусно-
го иммунитета и приводит к утрате контроля над 
персистирующими вирусами и их активации [6]. 
Данные литературы об особенностях иммунно-
го реагирования при эндометриозе в сочетании 
с генитальной инфекцией немногочисленны 
и противоречивы. По данным Л.Н. Луд, в 70% 
случаев клиническому проявлению эндометри-
оза предшествует генитальная инфекция, при ко-
торой снижается содержание в крови IgА и IgG, 
но не изменяются показатели клеточного имму-
нитета [7]. По мнению Н.Ю. Сотниковой и со-
авт., высокое содержание клеток с фенотипом 
CD16+, выявляемое у женщин с эндометриозом, 
характерно для инфекционных процессов [9]. 
В экспериментальном исследовании Khan и со-
авт. установлена более значительная продукция 
HGF, VEGF, IL-6, TNFα перитонеальными ма-
крофагами, обработанными липополисахарида-
ми у женщин с эндометриозом [18]. При наличии 
Mycoplasma genitalium у женщин с эндометриозом 
повышается продукция IFNγ и IL-1β [14]. 

Наличие ВПЧ вызывает изменения в им-
мунной системе. А.А. Савченко, В.Б. Цхай и др. 
установили, что у женщин с папилломавирусной 
инфекцией снижено содержание CD4+ лимфо-
цитов, NK-клеток, повышено количество γδТ-
лимфоцитов, а также увеличена функциональ-
ная активность нейтрофильных гранулоцитов 
крови [8]. Активация инфекционными агентами 
иммунных клеток может усиливать ангиогенез, 
нейрогенез и лимфоангиогенез, что способствует 
росту эктопической эндометриальной ткани.

До сегодняшнего времени механизмы перво-
начального развития и прогрессирования НГЭ 
окончательно не известны. Остается неясным, 
имеются ли нарушения иммунитета изначально 
у женщин с эндометриозом или развиваются при 
прогрессировании заболевания. 

Цель исследования – изучить особенности си-
стемного иммунитета у женщин с наружным ге-
нитальным эндометриозом и возбудителями ге-
нитальной инфекции.

Материалы и методы
За период с 2015 по 2018 г. было обследовано 

159 женщин с НГЭ, поступивших в гинекологи-
ческое отделение Клиники ФГБОУ ВО ЮУГМУ 
Минздрава России для проведения оператив-
ного лечения. Были изучены данные анамнеза, 
проведено физикальное обследование, гинеко-
логический осмотр, УЗИ органов малого таза, 
клинико-лабораторное исследование. Во всех 

случаях диагноз был установлен во время лечеб-
но-диагностической лапароскопии, с обязатель-
ным гистологическим подтверждением (матери-
ал для гистологического исследования – капсулы 
эндометриоидных кист яичников, инфильтраты, 
«малые» формы эндометриоза). Лечебно-диагно-
стическую лапароскопию выполняли под эндо-
трахеальным наркозом с использованием эндо-
видеохирургического оборудования фирмы Karl 
Storz (Германия). Во время операции осматри-
вали органы брюшной полости и малого таза, 
производили забор перитонеальной жидкости 
для ПЦР диагностики возбудителей гениталь-
ной инфекции. Степень тяжести НГЭ определя-
ли по классификации Американского общества 
по репродуктивной медицине (R-AFS, 1996) [11]. 
Оперативное лечение проводилось в пролифера-
тивную фазу менструального цикла. Пайпель-би-
опсию эндометрия для гистологического иссле-
дования и ПЦР диагностики проводили во время 
лапароскопии.

Забор периферической крови для исследова-
ния показателей системного иммунитета произ-
водили утром в день операции. 

Основные субпопуляции лимфоцитов опре-
деляли методом проточной цитофлуориметрии 
(проточный цитометр FC-500, производитель 
Beckman Сoulter, США) с использованием моно-
клональных антител к поверхностным диффе-
ренцировочным антигенам (Beckman Сoulter, 
США). 

Функциональную активность нейтрофилов 
и моноцитов периферической крови изучали 
по способности клеток к захвату частиц поли-
стерольного латекса по методу И.С. Фрейдлин 
(1986). 

Исследование внутриклеточного кисло-
родзависимого метаболизма нейтрофильных 
гранулоцитов осуществляли с использовани-
ем НСТ-теста в модификации А.Н. Маянского 
и М.Е. Виксмана (1979). Параллельно с помо-
щью НСТ-теста определяли способность нейтро-
филов и моноцитов крови отвечать повышением 
метаболической активности на стимуляцию ча-
стицами латекса. 

Лизосомальную активность фагоцитов опре-
деляли по числу лизосом и интенсивности люми-
нисценции лизосом в цитоплазме клеток, окра-
шенных акридиновым оранжевым. 

Содержание цитокинов в сыворотке кро-
ви определяли с использованием наборов 
«Цитокин-Стимул-Бест», с помощью авто-
матического ИФА-анализатора PersonalLab 
(ADALTIS, Италия). Исследование системного 
иммунитета проводили у женщин с начальными 
стадиями и с распространенным инфильтратив-
ным НГЭ, а также в зависимости от наличия воз-
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будителей генитальной инфекции в эндометрии, 
перитонеальной жидкости и эндометриоидных 
гетеротопиях. 

Экстракция ДНК из клинического мате-
риала осуществлялась с помощью наборов 
«ДНК-сорб-АМ» и «ДНК-сорб-В» (ФГУН 
ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Москва) в соот-
ветствии с инструкцией производителя. Ам-
плификационная часть исследования прово-
дилась с помощью тест-систем «АмплиСенс® 
C. trachomatis/Ureaplasma/M. Genitalium – 
МУЛЬТИПРАЙМ-FL», «АмплиСенс® HSV/
CMV – МУЛЬТИПРАЙМ-FL», «АмплиСенс® 
ВПЧ ВКР генотип-FL» (ФГУН ЦНИИЭ Роспо-
требнадзора, Москва) на детектирующих ам-
плификаторах ДТ-96 (НПФ «ДНК-технология», 
Россия) и Rotor-Gene-6000 (Corbett Research, Ав-
стралия) в режиме реального времени.

Статистическая обработка полученных ре-
зультатов проводилась с использованием пакета 
программ прикладного статистического анализа 
IBM SPSS Statistics 22.2. Для оценки достовер-
ности полученных значений применяли непара-
метрические методы статистического анализа c 
расчетом медианы, минимальной и максималь-
ной величины. Различия показателей определяли 
с помощью критерия Манна–Уитни и признава-
ли статистически значимыми при р < 0,05.

Критерии включения в исследование: инфор-
мированное согласие пациентки, оформленное 
в письменном виде, наружный генитальный эн-
дометриоз, подтвержденный гистологическим 
исследованием операционного материала, ре-
продуктивный возраст пациенток (18-45 лет), на-
личие возбудителей генитальной инфекции. 

Критерии исключения: отказ от участия 
в исследовании, беременность, тяжелая сома-
тическая патология в стадии суб- и декомпен-
сации, онкологические заболевания, наличие 
инфекционных заболеваний, туберкулез, ВИЧ-
инфекция, воспалительные заболевания в ста-
дии обострения. 

Результаты
Средний возраст обследованных пациенток 

в основной группе составил 31,23±0,42 года: c 
1-2 стадиями – 31,16±0,6 год, с 3-4 стадиями – 
31,28±0,59 года. В группе контроля средний воз-
раст женщин был 30,79±1,54 лет. Достоверных 
отличий между группами не было. 

У женщин с 1-2 стадиями НГЭ в исследуемом 
материале микроорганизмы были выделены в 27 
(39,1%) случаях, с 3-4 стадией – в 46 (51,1%) слу-
чаях. Данные представлены в таблице 1.

Наиболее часто среди изучаемых микроорга-
низмов были обнаружены ВПЧ ВКР и уреамико-
плазмы.

Для проведения анализа иммунологических 
показателей среди пациенток с 1-2 стадиями 
НГЭ было выделено 3 группы: 1 группа – паци-
ентки с НГЭ, у которых не выделены возбудители 
генитальной инфекции (n = 16), 2 группа – па-
циентки с НГЭ и ВПЧ ВКР (n = 13), 3 группа – 
пациентки с НГЭ и уреамикоплазменной инфек-
цией (n = 13); контрольную группу составили 
здоровые женщины репродуктивного возраста – 
4 группа (n = 14). 

Во всех исследуемых группах уровень лейко-
цитов периферической крови достоверно не от-
личался. При сравнении с контрольной группой 
у пациенток 1 группы показатели клеточного 
иммунитета характеризовались снижением абсо-
лютного количества лимфоцитов, Т-лимфоцитов 
(CD3+CD19-) и Т-лимфоцитов ранней актива-
ции (CD3+CD25+). Во 2 группе наблюдалось 
повышение относительного количества Т-NК-
лимфоцитов (CD3+CD16+CD56+). В 3 группе 
выявлено повышение абсолютного (р = 0,026) 
и относительного (р = 0,006) количества Т-NК-
лимфоцитов (CD3+CD16+CD56+). 

Сравнительный анализ результатов исследо-
вания у пациенток 2, 3 групп с результатами в 1 
группе показал при ВПЧ ВКР повышение от-
носительного количества Т-NК-лимфоцитов 
(CD3+CD16+CD56+), а при уреамикоплазменной 
инфекции – повышение относительного коли-
чества лимфоцитов, абсолютного количества 
Т-лимфоцитов ранней активации (CD3+CD25+) 
(табл. 2). 

При изучении гуморального иммуните-
та у женщин с 1-2 стадиями НГЭ в сравнении 
с группой контроля выявлено повышение IgA 
во всех группах (1 группа – р = 0,022, 2 группа – 
р < 0,001, 3 группа – р = 0,027). 

Сравнительный анализ результатов исследо-
вания между пациентками с НГЭ отличий не вы-
явил (табл. 2).

Функциональное состояние нейтрофилов 
сыворотки крови изменялось при наличии ВПЧ 
ВКР в сравнении с контрольной группой: на-
блюдалось снижение лизосомальной активности 
нейтрофилов. 

Сравнительный анализ результатов исследо-
вания между группами пациенток с 1-2 стадиями 
НГЭ отличий не показал (табл. 2).

При оценке цитокинового статуса пациенток 
с 1-2 стадиями НГЭ по сравнению с контролем 
в 1 группе выявлено повышение уровня IL-4, 
TNFα и IFNγ, во 2-й группе – снижение IL-2, 
IL-6 и повышение IL-4, TNFα, IFNγ, в 3 группе – 
снижение IL-2 и повышение TNFα. 

Сравнительный анализ результатов исследо-
вания между пациентками с 1-2 стадиями НГЭ 
выявил значительно более низкий уровень IL-6 
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ТАБЛИЦА 1. ВОЗБУДИТЕЛИ ГЕНИТАЛЬНОЙ ИНФЕКЦИИ, ВЫЯВЛЕННЫЕ ПРИ ПЦР-ДИАГНОСТИКЕ 
ИЗ ОБСЛЕДОВАННЫХ ЛОКАЛИЗАЦИЙ
TABLE 1. CAUSATIVE AGENTS OF GENITAL INFECTION IDENTIFIED BY PCR DIAGNOSIS OF THE EXAMINED SITES

Возбудители генитальной инфекции
Causative agents of genital infection

1-2 стадии НГЭ
1-2 stages 

of endometriosis
n = 69

3-4 стадии НГЭ
3-4 stages 

of endometriosis
n = 90

n (%) n (%)
Возбудители генитальной инфекции обнаружены (всего)
Causative agents of genital infection detected 27,0 (39,1%) 46,0 (51,1%)

Chlamydia trachomatis – 2,0 (2,2%)
Ureaplasma/Mycoplasma spp. 16,0 (23,2%) 27,0 (30,0%)
HPV ВКР 13,0 (18,8%) 22,0 (24,4%)
HSV-1, 2 3,0 (4,3%) 3,0 (3,3%)
CMV 11,0 (15,9%) 13,0 (14,4%)

в сыворотке крови при наличии ВПЧ ВКР при 
сравнении с результатами в 1 группе (табл. 2).

Для анализа иммунологических показателей 
у пациенток с распространенным эндометриозом 
(3-4 стадии) также были сформированы груп-
пы: 1а группа – пациентки с 3-4 стадиями НГЭ, 
у которых не выделены возбудители генитальной 
инфекции (n = 25), 2а группа – пациентки с 3-4 
стадиями НГЭ и ВПЧ ВКР (n = 22), 3а группа – 
пациентки с 3-4 стадиями НГЭ и уреамикоплаз-
менной инфекцией (n = 27).

У пациенток 1а группы при сравнении с кон-
трольной группой состояние клеточного имму-
нитета достоверно не изменялось. У пациенток 
2а группы выявлено снижение относительного 
количества лимфоцитов, повышение T-NК-
лимфоцитов (CD3+CD16+CD56+). Данные пред-
ставлены в таблице 3.

У пациенток 3а группы было снижено аб-
солютное и относительное количество лимфо-
цитов, абсолютное количество Т-лимфоцитов 
(CD3+CD19-), Т-хелперов (СD3+CD4+) и Т-цито-
токсических (СD3+CD8+) (табл. 3). 

Функциональная активность нейтрофилов 
периферической крови у пациенток с 3-4 стади-
ями НГЭ в сравнении с контролем не отличалась. 

При межгрупповом анализе результатов у жен-
щин с 3-4 стадиями НГЭ установлено в 3а груп-
пе при сравнении с 1а группой повышение НСТ 
спонтанной и индуцированной интенсивности 
нейтрофилов, а также снижение фагоцитарной 
активности и фагоцитарного числа нейтрофилов 
периферической крови (табл. 3).

При оценке гуморального иммунитета 
по сравнению с контролем в 1а группе достовер-
ных отличий не обнаружено. Во 2а и 3а группах 
наблюдалось повышение IgA. 

При сравнительном анализе групп пациенток 
с 3-4 стадиями НГЭ установлено повышение 

IgМ и снижение С5-компонента комплемента 
у пациенток с ВПЧ ВКР в сравнении 
с результатами в 1а группе (табл. 3). 

Уровень изучаемых цитокинов в сыворотке 
крови у женщин с 3-4 стадиями НГЭ изменялся. 
При сравнении с контролем в 1а группе установ-
лено снижение IL-2, IFNα и повышение IL- 4, 
IL- 6, TNFα, IFNγ. Во 2а группе наблюдалось 
повышение IL-4, IL-8, IL-10, TNFα, IFNγ. В 3а 
группе наблюдалось снижение IL-2, повышение 
IL-4, IL-6, TNFα, IFNγ. При сравнении результа-
тов среди пациенток с 3-4 стадиями НГЭ выявле-
но более значительное снижение IL-6 и повыше-
ние IL-8, TNFα, IFNγ во 2а группе в сравнении 
с 1а группой, а в 3а группе – более низкий уро-
вень IL-6 и более высокий IL-8 в сравнении с 1а 
группой (табл. 3).

Обсуждение
Наиболее важными в патогенезе эндометри оза 

являются нарушения гормонального и иммунно-
го гомеостаза [12]. Известно, что НГЭ развива-
ется на фоне Т-клеточного иммунодефицита при 
одновременной активации В-лимфоцитарной 
системы и снижении функции NK-клеток [26]. 
Состояние системного иммунитета у женщин 
с 1-2 стадиями НГЭ, у которых мы не выявили 
возбудителей генитальной инфекции, характе-
ризовалось недостаточностью клеточного звена 
за счет снижения абсолютного количества лим-
фоцитов, Т-лимфоцитов, Т-лимфоцитов ранней 
активации. Полученные результаты подтвержда-
ют данные литературы [2, 19, 26]. Особенностью 
клеточного иммунитета при наличии у женщин 
с 1-2 стадиями НГЭ ВПЧ ВКР было перерас-
пределение лимфоцитов с повышением относи-
тельного количества Т-NK-клеток, участвующих 
в реализации противовирусного и противоопу-
холевого иммунитета. На фоне уреамикоплаз-
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ТАБЛИЦА 2. СИСТЕМНЫЙ ИММУНИТЕТ У ЖЕНЩИН С 1-2 СТАДИЯМИ НАРУЖНОГО ГЕНИТАЛЬНОГО ЭНДОМЕТРИОЗА, 
Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. SYSTEMIC IMMUNITY IN WOMEN WITH 1-2 STAGES OF EXTERNAL GENITAL ENDOMETRIOSIS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели 
периферической 

крови
Peripheral blood 

indicators

1 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза, 

у которых 
возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis, in 
which the causative 

agents of genital 
infection are not 

isolated
n = 16

2 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и ВПЧ ВКР
2 group

Patients with stage 
1-2 endometriosis 

and HPV 
n = 13

3 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и Ureaplasma spp./ 
Mycoplasma 
genitalium

3 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

n = 13

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин
4 group

Control group of 
healthy women

n = 11

Количество 
лейкоцитов, × 109/л
Number of leukocytes, 
× 109/l

6,2
(4,90-7,75)

7,2
(6,3-9,0)

7,4
(6,65-15,60)

6,8
(6,0-10,1)

Количество 
лимфоцитов, × 109 /л
Number of lymphocytes, 
× 109/l

1,9*
(1,325-2,575)

р1/к = 0,020

2,5
(1,95-3,45)

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

2,7*
(2,2-3,6)

р1/к = 0,020

Количество 
лимфоцитов, %
Number of 
lymphocytes,%

27,9
(20,80-37,65)

36,5
(22,000-47,150)

36,2*
(22,40-46,95)

р3/к = 0,012

40,5*
(33,0-46,8)
р3/к = 0,012

CD3+CD19-, × 109/л
× 109/l

1543*
(1174,75-2120,00)

р1/к = 0,044

1735
(1553-2401)

1869,5
(1636,5-2145,0)

2204*
(1655-2637)
р1/к = 0,044

CD3+CD19-, % 76,505
(69,3950-80,4125)

75,6
(68,3-80,6)

70,1
(61,35-77,75)

73,8
(72,30-81,25)

CD3+CD4+, × 109/л
× 109/l

834,5
(592,00-1324,75)

1027
(863,5-1309,0)

939
(785,0-1293,5)

1051
(954-1721)

CD3+CD4+, % 43,49
(35,51-50,74)

43,7
(39,46-50,95)

39,6***
(31,500-43,495)
р1-2/3-4 = 0,023

41,43
(39,25-47,87)

CD3+CD8+, × 109/л
× 109/l

529,1
(327,25-731,25)

550
(450-740)

665
(489,0-754,5)

788
(574-957)

CD3+CD8+, % 23,95
(19,300-32,325)

23
(17,1-27,3)

21,7
(18,850-27,225)

25,6
(21,92-32,18)

CD3-CD19+, × 109/л
× 109/l

173,5
(89,00-258,25)

242
(201-329)

197
(156-291)

202
(146-297)

CD3-CD19+, % 7,595
(6,38-6,68)

8,7
(7,05-12,15)

7
(6,785-8,800)

7,65
(7,05-9,17)

CD4+/CD8+ 1,75
(1,28-2,20)

1,8
(1,58-2,90)

1,6
(1,250-2,275)

1,79
(1,51-2,18)

CD3+CD16+CD56+, 
× 109/л
× 109/l

74,5
(44,00-159,25)

163
(63,5-230,5)

179* ***
(120,5-244,0)

р3/к = 0,026
р1-2/3-4 = 0,005

75*
(41-104)

р3/к = 0,026
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Показатели 
периферической 

крови
Peripheral blood 

indicators

1 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза, 

у которых 
возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis, in 
which the causative 

agents of genital 
infection are not 

isolated
n = 16

2 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и ВПЧ ВКР
2 group

Patients with stage 
1-2 endometriosis 

and HPV 
n = 13

3 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и Ureaplasma spp./ 
Mycoplasma 
genitalium

3 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

n = 13

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин
4 group

Control group of 
healthy women

n = 11

CD3+CD16+CD56+, %
3,175**

(2,025-5,093)
р1/2 = 0,038

5,78* **
(3,35-7,45)
р2/к = 0,006
р1/2 = 0,038

5,64*
(3,375-9,250)

р3/к = 0,006
р1-2/3-4 = 0,006

2,45*
(0,96-4,60)
р2/к = 0,006
р3/к = 0,006

CD3-CD16+CD56+, 
× 109/л 
× 109/l

149
(106,25-304,25)

198
(88-695)

430
(126-749)

333
(111-402)

CD3-CD16+CD56+, % 8,195
(6,145-13,535)

8,6
(3,950-20,755)

16,3
(6,09-22,60)

10,89
(3,01-15,80)

CD3+CD25+, × 109/л
× 109/l

27,5* **
(12,25-78,50)

р1/к = 0,030
р1/3 = 0,026

57,5
(30,5-87,5)

64**
(30-122)

р1/3 = 0,026

49,5*
(43,00-161,75)

р1/к = 0,030

CD3+CD25+, % 1,535
(0,750-3,458)

1,95
(1,5-3,8)

3,16
(1,070-5,585)

2,19
(1,575-5,240)

CD3+HLA-DR +, × 109/л
× 109/l

24
(10,00-48,25)

30,5
(18,0-64,5)

41
(20,5-94,5)

37,5
(20,00-81,75)

CD3+HLA-DR+, % 1,09
(0,625-1,690)

1,5
(0,845-1,880)

1,4
(1,0-2,9)

1,385
(0,8325-2,6675)

ЦИК, у. е.
Сirculating immune 
complexes, c. u.

77,5
(70,5-106,5)

90
(74-117)

96
(77,75-131,00)

126
(48,75-170,75)

IgA, г/л
g/l

1,99*
(1,63-4,15)
р1/к = 0,022

2,78*
(2,19-3,46)
р2/к < 0,001

3,41*
(1,50-4,98)
р3/к = 0,027

1,43*
(1,23-1,95)
р1/к = 0,022
р2/к < 0,001
р3/к = 0,027

IgM, г/л
g/l

1,87
(1,595-2,585)

2,52
(1,68-3,17)

2,04
(1,78-3,67)

1,74
(1,22-2,73)

IgG, г/л
g/l

16,7
(14,725-17,880)

11,47
(9,58-16,40)

16,82
(15,61-17,40)

12,59
(8,99-18,47)

С3-компонент 
комплемента, г/л
C3 complement 
component, g/l

0,845
(0,73-0,96)

0,775
(0,64-0,97)

0,83
(0,74-0,96)

0,845
(0,76-0,96)

С5-компонент 
комплемента, г/л
C5 complement 
component, g/l

0,101
(0,0810-0,1165)

0,081
(0,070-0,102)

0,091
(0,081-0,131)

0,085
(0,073-0,098)

Таблица 2 (продолжение)
Table 2 (continued)



902

Zaynetdinova L.F. et al.
Зайнетдинова Л.Ф. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Показатели 
периферической 

крови
Peripheral blood 

indicators

1 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза, 

у которых 
возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis, in 
which the causative 

agents of genital 
infection are not 

isolated
n = 16

2 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и ВПЧ ВКР
2 group

Patients with stage 
1-2 endometriosis 

and HPV 
n = 13

3 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и Ureaplasma spp./ 
Mycoplasma 
genitalium

3 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

n = 13

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин
4 group

Control group of 
healthy women

n = 11

Нейтрофилы, × 109/л
Neutrophils, × 109/l

5,25
(2,65-6,75)

4,33
(3,50-6,95)

5,15
(4,35-7,18)

5,45
(4,025-6,450)

Нейтрофилы, %
Neutrophils, %

79,5**
(75,75-81,00)

р1/3 = 0,030

71,5
(64,25-75,25)

74**
(61,75-77,75)

р1/3 = 0,030

77,5
(69,25-79,50)

Лизосомальная 
активность 
нейтрофилов, у. е.
Lysosomal activity of 
neutrophils, c. u.

280
(212-359)

263*
(143,50-313,25)

р2/к = 0,043

280
(256-305)

334,5*
(217,25-411,50)

р2/к = 0,043

NBT-тест 
спонтанный, %
NST test 
spontaneous, %

20,5
(14-47)

19,5
(13,5-30,0)

22
(13,5-26,0)

25
(17,0-39,5)

NBT-тест 
спонтанный, у. е.
NST test 
spontaneous, c. u.

0,28
(0,18-0,85)

0,31
(0,225-0,510)

0,38
(0,18-0,54)

0,44
(0,21-0,83)

NBT-тест 
индуцированный, %
NST test induced, %

28
(24-44)

26
(11,5-35,0)

28
(10,5-42,0)

26
(22-49)

NBT-тест 
индуцированный, у. е.
NST-test induced, c. u.

0,44
(0,365-0,735)

0,42
(0,140-0,655)

0,45
(0,14-0,63)

0,4
(0,335-0,855)

Фагоцитарная 
активность 
нейтрофилов, %
Phagocytic activity of 
neutrophils, %

40
(32,5-48,5)

47
(38-57)

47
(34,5-56,0)

39
(23,5-58,5)

Фагоцитарное число, 
у. е.
Phagocytic number, c. u.

3,1
(2,20-3,38)

3,4
(2,18-4,30)

2,32
(1,8-4,1)

2,9
(2,65-4,40)

Интенсивность 
фагоцитоза, у. е.
Intensity 
of phagocytosis, c. u.

1,25
(0,80-1,71)

1,65
(0,84-2,58)

0,9
(0,63-2,23)

1,29
(0,655-2,520)

IL-2, пг/мл
pg/ml

11,48
(11,01-12,81)

р1-2/3-4 = 0,029

11,2*
(7,87-11,61)
р2/к = 0,007

10,94*
(5,60-12,25)
р3/к = 0,031

12,01*
(11,47-13,09)

р2/к = 0,007
р3/к = 0,031

Таблица 2 (продолжение)
Table 2 (continued)
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Показатели 
периферической 

крови
Peripheral blood 

indicators

1 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза, 

у которых 
возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis, in 
which the causative 

agents of genital 
infection are not 

isolated
n = 16

2 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и ВПЧ ВКР
2 group

Patients with stage 
1-2 endometriosis 

and HPV 
n = 13

3 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и Ureaplasma spp./ 
Mycoplasma 
genitalium

3 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

n = 13

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин
4 group

Control group of 
healthy women

n = 11

IL-4, пг/мл
pg/ml

3,72*
(3,53-4,10)
р1/к = 0,006

3,69*
(3,43-3,94)
р2/к = 0,017

3,88
(3,10-4,24)

3,33*
(3,28-3,41)
р1/к = 0,006
р2/к = 0,017

IL-6, пг/мл
pg/ml

5,41**
(4,36-69,40)
р1/2 = 0,016

3,55* **
(2,66-3,63)
р2/к = 0,003
р1/2 = 0,016

5,13***
(1,49-53,00)

р1-2/3-4 = 0,027

4,77*
(4,41-18,97)
р2/к = 0,003

IL-8, пг/мл
pg/ml

72,02
(29,99-344,58)

88,46
(45,03-410,62)

226,1***
(1,94-272,90)

р1-2/3-4 = 0,005

81,54
(34,90-114,63)

IL-10, пг/мл
pg/ml

8
(3,00-25,72)

4,34
(3,69-4,56)

3,48
(2,28-36,75)

3,48
(2,88-8,95)

IL-12, пг/мл
pg/ml

2,81
(1,99-3,07)

2,5
(2,37-2,76)

2,68
(2,49-3,21)

2,5
(2,34-3,13)

TNFα, пг/мл
pg/ml

2,47* ***
(2,32-3,17)
р1/к = 0,017

р1-2/3-4 = 0,008

2,68*
(2,39-3,31)
р2/к = 0,017

2,96*
(2,33-3,10)
р3/к = 0,003

2,18*
(1,90-2,38)
р1/к = 0,017
р2/к = 0,017
р3/к = 0,003

IFNα, пг/мл 
pg/ml

16,96
(14,64-18,48)

16,07
(15,71-18,04)

12,86
(11,16-16,96)

16,25
(15,71-17,86)

IFNγ, пг/мл
pg/ml

6,48*
(5,28-26,02)
р1/к = 0,017

8,87* ***
(6,13-9,01)
р2/к = 0,017

р1-2/3-4 = 0,038

9,58
(1,97-121,27)

5,49*
(4,29-5,70)
р1/к = 0,017
р2/к = 0,017

Примечание. * р – сравнение между группами с перитонеальным эндометриозом и контрольной группой; ** р – 
сравнение между группой без генитальной инфекции и группами с инфекцией; *** р – сравнение между 1-2 и 3-4 
стадиями наружного генитального эндометриоза.

Note. *, р, comparison between groups with peritoneal endometriosis and the control group; **, р, comparison between a group 
without genital infection and groups with infection; ***, р, comparison between 1-2 and 3-4 stages of external genital endometriosis.

менной инфекции снижалось относительное 
количество лимфоцитов и, как при ВПЧ ВКР, на-
блюдалось увеличение Т-NK-клеток.

Ранее проведенными исследованиями 
Е.В. Еньковой, К.Х. Стрыгиной установлено, 
что содержание нейтрофилов в периферической 
крови не изменяется у пациенток с эндометри-

озом, но нарушается фагоцитарная способность 
нейтрофилов [4]. В нашем исследовании не уста-
новлено изменения количества и функциональ-
ной активности нейтрофилов сыворотки крови 
у женщин с 1-2 стадиями НГЭ при отсутствии 
возбудителей генитальной инфекции. Однако 
при наличии ВПЧ ВКР наблюдалось снижение 

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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ТАБЛИЦА 3. СИСТЕМНЫЙ ИММУНИТЕТ У ЖЕНЩИН С 3-4 СТАДИЯМИ НАРУЖНОГО ГЕНИТАЛЬНОГО ЭНДОМЕТРИОЗА, 
Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 3. SYSTEMIC IMMUNITY IN WOMEN WITH 3-4 STAGES OF EXTERNAL GENITAL ENDOMETRIOSIS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели 
периферической крови
Peripheral blood indicators

1 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза, 

у которых 
возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis, in 
which the causative 

agents of genital 
infection are not 

isolated
n = 25

2 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и ВПЧ ВКР
2 group

Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
HPV 

n = 22

3 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза и 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

3 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

n = 27

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин
4 group

Control group of 
healthy women

n = 11

Количество 
лейкоцитов, × 109/л
Number of leukocytes, × 109/l

8,8
(5,95-9,85)

9,15
(6,55-12,85)

6,9
(6,2-10,4)

6,8
(6,0-10,1)

Количество 
лимфоцитов × 109 /л
Number of lymphocytes, 
× 109/l

2,2
(1,65-3,40)

2,8*
(1,550-3,465)
р2а/к = 0,005

2,15*
(1,500-2,625)
р3а/к = 0,021

2,7*
(2,2-3,6)

р2а/к = 0,005
р3а/к = 0,021

Количество 
лимфоцитов, %
Number of lymphocytes, %

34,7
(27,9-40,8)

30,5*
(21,600-36,775)

р2а/к = 0,005

31*
(22,0-37,8)
р3а/к = 0,009

40,5*
(31,4-46,8)
р2а/к = 0,005
р3а/к = 0,009

CD3+CD19-, × 109/л
× 109/l

1513
(1260-2427)

1672
(1067,0-2479,5)

1512,5*
(1255,50-1911,75)

р3а/к = 0,014

2204*
(1655-2637)
р3а/к = 0,014

CD3+CD19-, % 73,1
(69,55-76,05)

75,6
(68,600-78,115)

75,45
(71,8725-79,6250)

73,8
(72,30-81,25)

CD3+CD4+, × 109/л
× 109/l

980
(702-1329)

751
(652,0-1272,5)

830*
(707,50-1080,75)

р3а/к = 0,017

1051*
(954-1721)

р3а/к = 0,017

CD3+CD4+, % 43,53
(35,75-48,75)

38,9
(36,400-44,625)

42,2***
(40,05-49,98)

р1-2/3-4 = 0,023

41,43
(39,25-47,87)

CD3+CD8+, × 109/л
× 109/l

525
(348,0-821,5)

554
(378-828)

543,5*
(385,75-662,75)

р3а/к = 0,021

788*
(574-957)

р3а/к = 0,021

CD3+CD8+, %
22,51**

(19,37-30,45)
р1а/3а = 0,022

25
(21,5-30,9)

24,9**
(21,2375-29,3000)

р1а/3а = 0,022

25,6
(21,92-32,18)

CD3-CD19+, × 109/л
× 109/l

223
(159-282)

167
(123,00-256,25)

151,5
(114-227)

202
(146-297)

CD3-CD19+, % 10,1
(7,7-11,9)

8,715
(6,500-11,625)

8,46
(5,3850-11,2675)

7,65
(7,05-9,17)

CD4+/CD8+ 1,86
(1,30-2,56)

1,6
(1,205-1,910)

1,685
(0,8-3,4)

1,79
(1,51-2,18)
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Показатели 
периферической крови
Peripheral blood indicators

1 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза, 

у которых 
возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis, in 
which the causative 

agents of genital 
infection are not 

isolated
n = 25

2 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и ВПЧ ВКР
2 group

Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
HPV 

n = 22

3 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза и 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

3 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

n = 27

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин
4 group

Control group of 
healthy women

n = 11

CD3+CD16+CD56+, × 109/л
× 109/l

76
(26,5-209,0)

113*
(63-229)

р2а/к = 0,022

58,5***
(37,75-100,50)

р1-2/3-4 = 0,005

75*
(41-104)

р2а/к = 0,022

CD3+CD16+CD56+, % 3,5
(1,89-9,58)

4,5
(2,895-11,350)

2,4***
(1,9675-4,8125)
р1-2/3-4 = 0,006

2,45
(0,96-4,60)

CD3-CD16+CD56+, × 109/л
× 109/l

221
(131-359)

233
(134,00-275,75)

184,5
(98,50-244,25)

333
(111-402)

CD3-CD16+CD56+, % 8,9
(6,95-12,40)

9,3
(7,045-12,565)

9,05
(5,8075-11,8500)

10,89
(3,01-15,80)

CD3+CD25+, × 109/л
× 109/l

36
(20-87)

55
(33,25-141,50)

57
(36-96)

49,5
(43,00-161,75)

CD3+CD25+, % 2,3
(1,1-3,3)

3,42
(2,1900-5,0825)

3,17
(1,68-4,50)

2,19
(1,575-5,240)

CD3+HLA-DR+, × 109/л
× 109/l

20,5
(16,0-42,5)

40,5
(19,25-59,50)

39
(23-56)

37,5
(20,00-81,75)

CD3+HLA-DR+, % 1,3
(0,6-1,9)

1,85
(0,8875-3,0250)

1,73
(1,1-2,8)

1,385
(0,8325-2,6675)

ЦИК, у. е.
Сirculating immune 
complexes, c. u.

74
(52-82)

91
(71-120)

71,5
(50,5-113,5)

126
(48,75-170,75)

IgA, г/л
g/l

1,8
(0,98-2,44)

2,38*
(1,59-3,92)
р2а/к = 0,011

2,64*
(1,47-4,27)
р3а/к = 0,004

1,43*
(1,23-1,95)
р2а/к = 0,011
р3а/к = 0,004

IgM, г/л
g/l

1,7**
(1,31-2,24)

р1а/2а = 0,046

2,9**
(1,28-3,70)

р1а/2а = 0,046

2,27
(1,14-3,50)

1,74
(1,22-2,73)

IgG, г/л
g/l

15,39
(13,75-16,95)

13,43
(10,50-17,64)

15,84
(11,87-19,54)

12,59
(8,99-18,47)

С3-компонент 
комплемента, г/л
C3 complement 
component, g/l

0,935
(0,804-0,993)

0,74
(0,90-0,98)

0,855
(0,683-1,019)

0,845
(0,76-0,96)

С5-компонент 
комплемента, г/л
C5 complement 
component, g/l

0,106**
(0,086-0,140)
р1а/2а = 0,016

0,081**
(0,069-0,088)
р1а/2а = 0,016

0,099
(0,0800-0,1173)

0,085
(0,073-0,098)

Таблица 3 (продолжение)
Table 3 (continued)
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Показатели 
периферической крови
Peripheral blood indicators

1 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза, 

у которых 
возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis, in 
which the causative 

agents of genital 
infection are not 

isolated
n = 25

2 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и ВПЧ ВКР
2 group

Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
HPV 

n = 22

3 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза и 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

3 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

n = 27

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин
4 group

Control group of 
healthy women

n = 11

Нейтрофилы, × 109/л
Neutrophils, × 109/l

6,5
(5,1-9,7)

7,35
(5,55-9,53)

7,2
(4,8-8,5)

5,45
(4,025-6,450)

Нейтрофилы, %
Neutrophils, %

75
(69-80)

80
(71,50-82,75)

79
(72,5-83,5)

77,5
(69,25-79,50)

Лизосомальная 
активность 
нейтрофилов, у. е.
Lysosomal activity of 
neutrophils, c. u.

280
(229-314)

290
(244,5-333,5)

274
(231-303)

334,5
(217,25-411,50)

NBT-тест спонтанный, %
NST test spontaneous, %

20
(18-32)

21
(18-30)

24
(18-34)

25
(17-39,5)

NBT-тест спонтанный, у. е.
NST test spontaneous, c. u.

0,28**
(0,23-0,42)

р1а/3а = 0,039

0,32
(0,26-0,52)

0,4**
(0,30-0,59)

р1а/3а = 0,039

0,44
(0,21-0,83)

NBT-тест 
индуцированный, %
NST test induced, %

22
(18-32)

26
(20-38)

30
(22-49)

26
(22-49)

NBT-тест 
индуцированный, у. е.
NST est induced, c. u.

0,36**
(0,22-0,46)

р1а/3а = 0,044

0,4
(0,28-0,68)

0,46**
(0,31-0,77)

р1а/3а = 0,044

0,4
(0,335-0,855)

Фагоцитарная активность 
нейтрофилов, %
Phagocytic activity of 
neutrophils, %

48**
(42-56)

р1а/3а = 0,025

44
(30,0-50,5)

40**
(28-49)

р1а/3а = 0,025

39
(23,5-58,5)

Фагоцитарное число, у. е.
Phagocytic number, c. u.

3,63**
(2,5-4,2)

р1а/3а = 0,019

3,2
(2,75-3,88)

2,8**
(2,50-3,25)

р1а/3а = 0,019

2,9
(2,65-4,40)

Интенсивность 
фагоцитоза, у. е.
Intensity of phagocytosis, c. u.

1,76
(1,16-2,15)

1,27
(0,87-1,90)

1,02
(0,78-1,45)

1,29
(0,655-2,520)

IL-2, пг/мл
pg/ml

10,94* ***
(10,80-11,08)

р1а/к < 0,001 
р1-2/3-4 = 0,029

11,87
(10,67-12,28)

11,34*
(10,71-11,75)
р3а/к = 0,004

12,01*
(11,4-13,1)
р1а/к < 0,001
р3а/к = 0,004

IL-4, пг/мл
pg/ml

3,77*
(3,50-4,07)
р1а/к = 0,028 

3,71*
(3,40-3,88)
р2а/к = 0,021

3,72*
(3,40-4,71)
р3а/к = 0,014

3,33
(3,26-3,46)
р1а/к = 0,028
р2а/к = 0,021
р3а/к = 0,014

Таблица 3 (продолжение)
Table 3 (continued)
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Показатели 
периферической крови
Peripheral blood indicators

1 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза, 

у которых 
возбудители 
генитальной 

инфекции 
не выделены

1 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis, in 
which the causative 

agents of genital 
infection are not 

isolated
n = 25

2 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза 

и ВПЧ ВКР
2 group

Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
HPV 

n = 22

3 группа
Пациентки 

с 1-2 стадиями 
эндометриоза и 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

3 group
Patients with 
1-2 stages of 

endometriosis and 
Ureaplasma spp./ 

Mycoplasma 
genitalium

n = 27

4 группа
Контрольная 

группа здоровых 
женщин
4 group

Control group of 
healthy women

n = 11

IL-6, пг/мл
pg/ml

33,04* **
(14,0-55,5)
р1а/к = 0,002

р1а/2а = 0,041
р1а/3а = 0,027

6,21**
(3,27-55,74)

р1а/2а = 0,041

7,14* ** ***
(4,20-53,55)
р3а/к = 0,003

р1а/3а = 0,027
р1-2/3-4 = 0,027

4,76*
(4,15-30,18)
р1а/к = 0,002
р3а/к = 0,003

IL-8, пг/мл
pg/ml

28,08**
(8,25-81,76)

р1а/2а = 0,008
р1а/3а = 0,005

101,66* **
(49,80-116,26)
р2а/к = 0,003

р1а/2а = 0,008

101,66** ***
(59,32-191,93)
р1а/3а = 0,005

р1-2/3-4 = 0,005

81,54*
(33,65-147,14)
р2а/к = 0,003

IL-10, пг/мл
pg/ml

5,21
(3,45-21,09)

7,25*
(4,02-48,83)
р2а/к = 0,031

4,46
(3,91-9,50)

3,48*
(2,82-12,89)
р2а/к = 0,031

IL-12, пг/мл
pg/ml

2,53
(2,19-3,15)

2,71
(2,47-3,24)

2,66
(2,10-2,91)

2,5
(2,32-3,16)

TNFα, пг/мл
pg/ml

2,36* ** ***
(2,27-2,09)
р1а/к = 0,014

р1а/2а = 0,004
р1-2/3-4 = 0,008

3,1* **
(2,47-3,24)

р2а/к < 0,001
р1а/2а = 0,004

2,61*
(2,32-2,89)
р3а/к = 0,005

2,18*
(1,83-2,57)
р1а/к = 0,014

р2а/к < 0,001
р3а/4а = 0,005

IFNα, пг/мл 
pg/ml

13,93*
(12,86-15,71)
р1а/к = 0,020

14,29
(14,27-16,43)

14,64
(13,75-16,43)

16,25*
(14,91-18,04)
р1а/к = 0,020

IFNγ, пг/мл
pg/ml

7,32* **
(5,28-10,32)
р1а/к = 0,023

р1а/2а = 0,041

7,74* ** ***
(7,33-17,18)

р2а/к < 0,001
р1а/2а = 0,041

р1-2/3-4 = 0,038 

7,04*
(6,48-7,75)
р3а/к = 0,001 

5,49*
(3,80-5,77)
р1а/к = 0,023
р2а/к < 0,001
р3а/к = 0,001

Примечание. См. примечание к таблице 2.
Note. As for Table 2.

лизосомальной активности нейтрофилов. Полу-
ченные данные согласуются с приведенными ра-
нее в научной литературе [8].

Изменения гуморального иммунитета ха-
рактеризовались повышением во всех группах 
женщин с 1-2 стадиями НГЭ IgA. Полученные 
результаты, вероятно, отражают наличие хро-
нического воспалительного процесса слизистых 
оболочек, при котором повышается синтез се-
креторного IgA. 

В развитии эндометриоза важную роль играет 
дисбаланс провоспалительных и противовоспа-
лительных цитокинов. По данным литературы, 
в периферической крови женщин с эндометри-
озом повышен синтез фагоцитами провоспали-
тельных цитокинов [21, 24, 25]. По результатам 
нашего исследования, у женщин с 1-2 стадиями 
НГЭ во всех группах наблюдалось повышение 
TNFα, который вызывает и поддерживает вос-
палительный процесс, стимулируя продукцию 

Таблица 3 (окончание)
Table 3 (continued)
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IL- 1, IL-6, IL-8, IFNγ. Кроме этого, при отсут-
ствии инфекционных патогенов, а также при 
наличии ВПЧ ВКР были повышены IL-4, IFNγ. 
IL-4 – основной цитокин Th2-иммунного ответа, 
играет значительную роль в хронизации воспали-
тельного процесса. Однако IFNγ ингибирует про-
лиферацию Тh2-клеток и повышает активность 
Th1-лимфоцитов, усиливая неспецифическую 
и специфическую защиту организма [17]. Кроме 
этого, при ВПЧ ВКР наблюдалось снижение IL-2 
и IL-6. У женщин с уреамикоплазменной инфек-
цией изменения в системе цитокинов при 1-2 ста-
диях НГЭ не имели отличительных особенностей 
в сравнении с результатами у женщин 1 и 2 групп; 
так же как в 1 и 2 группах, повышался TNFα и, 
как у женщин с ВПЧ ВКР, снижался IL- 2. 

Таким образом, особенностью системного им-
мунитета у женщин с 1-2 стадиями НГЭ и ВПЧ 
ВКР было относительное увеличение T-NK- лим-
фоцитов, обладающих противовирусной и про-
тивоопухолевой активностью, а также подавле-
ние клеточного иммунитета, за счет снижения 
синтеза IL-2 и IL-6. При наличии уреамикоплаз-
менной инфекции наблюдалось увеличение ко-
личества T-NK-клеток и снижение IL-2. 

При инфильтративном НГЭ (3-4 стадии) 
в группе, где не были обнаружены возбудители 
генитальной инфекции, не установлено значи-
тельных изменений клеточного и гуморального 
иммунитета. Уровень цитокинов характеризо-
вался преобладанием провоспалительных цито-
кинов: наблюдался высокий уровень в сыворотке 
крови IFNγ, TNFα, IL-6, а также противовоспа-
лительного IL-4. Данные цитокины участвуют 
в регуляции процессов воспаления, апоптоза, ак-
тивации макрофагов, NK-клеток. Кроме этого, 
снижался уровень IL-2 и IFNα. Снижение IL-2 
было более значительным, чем при 1-2 стадиях, 
а уровень TNFα, хотя и повышался, но был ниже, 
чем при 1-2 стадиях. Наши результаты подтверж-
дают исследования других авторов [21, 24].

При распространенном НГЭ (3-4 стадии) 
и ВПЧ ВКР состояние иммунитета характери-
зовалось усилением воспалительного ответа 
за счет повышения Т-NK-лимфоцитов, IgA, IgМ, 
TNFα, IFNγ, IL-8. Однако значения IFNγ были 
ниже, чем при 1-2 стадиях. Наряду с этим наблю-
далось повышение противовоспалительных IL-4 
и IL-10 и снижение С5-компонента комплемента 
и IL-6, что, вероятно, создает условия для перси-
стенции вируса в эпителии. При сравнении с 1-2 
стадиями возросло относительное количество 

Т-хелперов (СD3+CD4+) и снизилось относи-
тельное и абсолютное количество Т-NК-клеток 
(CD3+CD16+CD56+).

При 3-4 стадиях НГЭ и уреамикоплазменной 
инфекции установлено наиболее выраженное 
угнетение клеточного иммунитета: снижение 
абсолютного и относительного количества лим-
фоцитов, абсолютного количества CD3+CD19-, 
CD3+CD4+, CD3-CD8+ клеток, снижение IL-2. 
Уровень IL-6 и IL-8 в периферической крови был 
ниже, чем при 1-2 стадиях. 

Наблюдалось значительное снижение фаго-
цитарной активности и повышение НСТ актив-
ности нейтрофилов периферической крови.

Заключение
У женщин с НГЭ уже на ранних стадиях (1-2 

стадии) наблюдаются признаки системного вос-
паления с преобладанием Th2-типа иммунного 
ответа (повышение IgA, IL-4) и угнетением кле-
точного иммунитета. Особенностью при ВПЧ 
ВКР было повышение T-NK-лимфоцитов, сни-
жение IL-2, активирующего Th1-лимфоциты, 
снижение функциональной активности сыво-
роточных нейтрофилов. Наличие уреамико-
плазменной инфекции также характеризовалось 
снижением показателей клеточного иммунитета 
и повышением T-NK-клеток. Только при нали-
чии возбудителей генитальной инфекции (ВПЧ 
ВКР, уреамикоплазмы) снижался синтез IL-2, 
IL- 6, вероятно, создавая условия для персистен-
ции микроорганизмов. 

При распространенном эндометриозе (3-4 
стадии) наиболее значимые изменения иммуни-
тета установлены в группах женщин с гениталь-
ной инфекцией, что подтверждается высоким 
уровнем IgA в сыворотке крови и повышением 
IgM при ВПЧ ВКР. Это может указывать на акти-
вацию персистирующей инфекции. Кроме этого, 
при ВПЧ ВКР повышался уровень провоспали-
тельного IL-8, усиливающего миграцию лейко-
цитов к патологическому очагу; при уреамико-
плазменной инфекции наблюдалось еще большее 
угнетение клеточного иммунитета и снижение 
фагоцитарной активности нейтрофилов. 

Таким образом, при исследовании систем-
ного иммунитета у женщин с НГЭ при наличии 
возбудителей генитальной инфекции выявлены 
особенности, которые могут способствовать раз-
витию и прогрессированию заболевания.
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ХАРАКТЕРИСТИКА АУТОИММУННОГО ВОСПАЛЕНИЯ 
У БОЛЬНЫХ ТУБЕРКУЛЕЗОМ ЛЕГКИХ
Старшинова А.А.1, Малкова А.М.1, 3, Зинченко Ю.С.1, 2, 
Басанцова Н.Ю.1, 2, Павлова М.В.2, Беляева Е.Н.2, 4, Лапин С.В.3, 
Мазинг А.В.3, Суркова Е.А.3, Яблонский П.К.1, 2

1 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБУ «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт фтизиопульмонологии» Министерства 
здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
4 СПбГБУЗ «Городская многопрофильная больница № 2», Санкт-Петербург, Россия 

Резюме. Туберкулез является гранулематозным заболеванием, вызываемым Mycobacterium 
tuberculosis и характеризующимся образованием казеозных гранулем в различных органах, преиму-
щественно в легких. Известно, что M. tuberculosis может быть триггером развития аутоиммунного вос-
паления за счет возможной мимикрии белков бактерии с аутоантигенами. В последнее время активно 
обсуждается роль мезенхимального белка виментина в качестве аутоантигена при микобактериаль-
ных инфекциях. Целью исследования является определение аутоантител к различным модификаци-
ям виментина у пациентов с туберкулезом.

Исследование проводилось за период 2014-2017 гг. с включением 28 больных туберкулезом легких 
(группа I), 30 больных с неспецифическими заболеваниями легких (II группа): 15 – с гранулематоз-
ным полиангиитом и 15 – с различными альвеолитами. Контрольную группу составили здоровые 
субъекты (n = 40). 

Концентрация антител к мутированному цитруллинированному виментину (анти-MCV) была из-
мерена в сыворотке крови всех участников исследования с применением ELISA (ORGENTEC, Гер-
мания). Пациенты с повышенным уровнем анти-MCV были протестированы на наличие антител 
к циклическому цитруллинированному пептиду (анти-CCP) с применением ELISA (EUROIMMUN, 
Германия). Статистический анализ был проведен с использованием GraphPad Prism 6 (Graph Pad 
Software, США), Statistica 10 (Statsoft, США) с применением методов анализа непараметрических вы-
борок Манна–Уитни и хи-квадрат, а также корреляционного анализа по методу Спирмена. Различия 
считались статистически значимыми при уровне p < 0,05.

Концентрации антител к MCV были значительно выше у пациентов с туберкулезом (группа I, 
60,7% случаев, 17/28) по сравнению с группой II и контрольной группой (23,6 и 25,0% случаев соот-
ветственно). Статистически значимой разницы между результатами уровня анти-MVC и анти-CCP 
в группе сравнения с контрольной группой обнаружено не было (р = 0,18).
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Высокий уровень анти-MCV антител у пациентов с туберкулезом легких отражает возможность 
развития аутоиммунного процесса в патогенезе заболевания. Измерение концентрации в плазме кро-
ви анти-MCV антител может иметь значение для коррекции назначаемой терапии, в особенности при 
назначении иммуносупрессивных и кортикостероидных гормональных лекарственных средств. Было 
показано, что наличие анти-CCP не характерно для заболеваний легких.

Ключевые слова: туберкулез, виментин, модифицированный цитруллинированный виментин, аутоантитела, анти-MCV

CHARACTERISTICS OF AUTOIMMUNE INFLAMMATION IN THE 
PATIENTS WITH LUNG TUBERCULOSIS
Starshinova A.A.a, Malkova А.М.a, Zinchenko Yu.S.a, b,  
Basantsova N.Yu.a, b, Pavlova M.V.b, Belyaeva E.N.b, d, Lapin S.V.c, 
Masing A.V.c, Surkova Е.A.c, Yablonsky P.K.a, b

a St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation  
b St. Petersburg Research Institute of Phthisiopulmonology, St. Petersburg, Russian Federation  
c First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
d St. Petersburg City Hospital No. 2, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. Tuberculosis is a granulomatous disease caused by Mycobacterium tuberculosis , being characterized 
by the development of caseous granulomas in various organs, mainly in lungs. M. tuberculosis is known to be 
a trigger for autoimmune inflammation, due to the possible mimicry of bacterial proteins as autoantigens. 
Recently, a significance of mesenchymal vimentin as an autoantigen in mycobacterial infections has been actively 
discussed. The aim of the present study was to determine autoantibodies for various vimentin modifications in 
the patients with tuberculosis. 

The study was performed in 2014-2017 and included 28 patients with pulmonary tuberculosis (group I), 30 
patients with nonspecific lung diseases (group II): 15 with granulomatous polyangiitis, and 15 with different 
alveolites. Control group consisted of healthy subjects (n = 40). Concentration of antibodies to mutated 
citrullinated vimentin (anti-MCV) was measured using ELISA (ORGENTEC, Germany). The patients with 
elevated anti-MCV levels were tested for antibodies to cyclic citrullinated peptide (anti-CCP) using ELISA 
technique (EUROIMMUN, Germany). Statistical analysis was carried out using GraphPad Prism 6 (GraphPad 
Software, USA), Statistica 10 (Statsoft, USA) using nonparametric analysis of samples with Mann-Whitney 
and Chi-square criteria, and Spearman method for correlation analysis. The differences were considered 
statistically significant at p < 0.05. 

The anti-MCV concentrations were significantly higher in patients with tuberculosis (group I, 60.7% of 
cases, 17/28) than in group II, and control group (23.6 and 25.0% of cases, respectively). No statistically 
significant differences were revealed between the results of anti-MVC and anti-CCP levels in comparison group 
with the control group (p = 0.18).

High levels of anti-MCV antibodies in the patients with pulmonary tuberculosis reflect an opportunity 
of developing autoimmune process in the disease pathogenesis. Measurement of plasma anti-MCV 
antibody concentrations may be important for correction of the therapy, especially upon administration of 
immunosuppressive and hormonal corticosteroid drugs. It has been shown that anti-CCP are not characteristic 
to the lung diseases.

Keywords: tuberculosis, vimentin, modified citrullinated vimentin, autoantibodies

Работа поддержана грантом Правительства 
РФ (договор № 14.W03.31.0009 от 13.02.2017 г.) 
о выделении гранта для государственной под-
держки научных исследований, проводимых под 
руководством ведущих ученых.

Введение
Туберкулез (ТБ) является одним из грануле-

матозных заболеваний с известным этиологиче-
ским фактором. Связь туберкулеза легких с воз-
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можным развитием аутоиммунного процесса 
остается малоизученным вопросом [1, 3]. 

В 1986 году Y. Shoenfeld высказал предпо-
ложение, что среди всех триггерных факторов, 
приводящих к развитию аутоиммунных реакций, 
именно инфекционные факторы и непосред-
ственно M. tuberculosis заслуживают наибольшего 
внимания, однако научных работ, посвященных 
клиническому и лабораторному изучению дан-
ного вопроса, по-прежнему недостаточно [6, 15]. 
В настоящее время имеются данные о возмож-
ной провоцирующей роли M. tuberculosis в разви-
тии таких заболеваний, как саркоидоз, систем-
ная красная волчанка, ревматоидный артрит, 
первичный билиарный цирроз печени и многие 
другие [5, 13, 16]. 

Одним из возможных механизмов развития 
аутоиммунной реакции на фоне туберкулезной 
инфекции является молекулярная мимикрия. 
Важная роль отводится белкам теплового шока 
(БТШ, heat-shock protein, HSP), в норме ак-
тивирующимся при повышении температуры 
и других стрессовых воздействиях на клеточном 
уровне. БТШ существенно различаются у чело-
века и микроорганизмов, что обеспечивает воз-
можность возникновения перекрестной реак-
тивности. Показано, что такие подтипы БТШ, 
как HSP65 и HSP70, могут влиять на дифферен-
цировку T-хелперов 1 и 2 типа, способствуя экс-
прессии костимулирующих молекул и молекул 
адгезии. Также нельзя исключить, что при перси-
стировании M. tuberculosis в организме человека 
происходит значительное высвобождение про-
воспалительных цитокинов и более выраженная 
активация аутореактивных Т-клеток [3, 8].

При туберкулезе у пациентов нередко наб-
людаются различные клинические симптомы, 
характерные для системных заболеваний [11]. 
К наиболее ярким примерам можно отнести рев-
матоид Понсе, реактивный неспецифический 
артрит, возникающий на фоне туберкулезной 
инфекции, при котором M. tuberculosis не выяв-
ляется непосредственно в ткани суставов. Чаще 
всего для пациентов, страдающих ТБ, характе-
рен моноартрит, однако в редких случаях также 
регистрируются различные формы полиартрита. 
Помимо этого, у пациентов с активным туберку-
лезным процессом может выявляться увеит и но-
дозная эритема, также являющиеся характерны-
ми признаками системных заболеваний [6, 8]. 

Клинические наблюдения подтверждают-
ся при проведении лабораторной диагностики. 
Аутоантитела, характерные для гранулематоза 
с полиангиитом и системной красной волчанки, 
в ряде исследований встречались у 40% пациентов 
с ТБ [5]. В некоторых исследованиях указывают 
на статистически значимое повышение концен-

траций в плазме крови антител к двухцепочечной 
ДНК (32% обследованных пациентов), антину-
клеарных антител (38%), антител к рибонуклео-
протеинам (15%), анти-SSA (64%) и анти-ACA-
IgM антител (59%) у больных туберкулезом [7, 
9]. В редких случаях регистрируются антитела 
к цитоплазме нейтрофилов (ANCA), антитела 
к бета-2-гликопротеиду (anti-β2 GPI) и антикар-
диолипиновые антитела, однако результаты на-
учных работ, связанные с ними, противоречивы 
и требуют дальнейших исследований [6, 8].

В последние несколько лет внимание ис-
следователей привлекал аутоантиген виментин, 
филаментный белок мезенхимальных клеток. 
Группа Кристиана Эберхардта в 2017 году про-
демонстрировала повышение выработки интер-
ферона гамма (IFNγ) и фактора некроза опухо-
лей альфа (TNFα) моноцитами после инкубации 
с виментином, а также с реагентом Квейма (об-
работанной тканью селезенки, пораженной сар-
коидными гранулемами) [10], что связано с гено-
типом HLA-DRB1*03 и предрасположенностью 
к выработке повышенного уровня антител к ви-
ментину [2]. 

Виментин – пептид, который присутству-
ет в клетках соединительной ткани и участвует 
в межклеточных взаимодействиях и функциони-
ровании иммунной системы [4]. Возникновение 
аутоантител к данному белку описано в патоге-
незе ревматоидного артрита, системной красной 
волчанки и многих других заболеваний соедини-
тельной ткани [16]. 

В 2007 году группа Wahlström описала воз-
можные аутоантигены, связанные с молекулами 
HLA-DR в клетках бронхоальвеолярной жидко-
сти у пациентов с саркоидозом [15]. Также был 
продемонстрирован выраженный ответ Т-клеток 
бронхоальвеолярной жидкости на виментин 
и цитруллинированного виментина у пациентов 
с генотипом HLA DR-B1*0301 и остро протекаю-
щим заболеванием [2]. 

В современной литературе недостаточно дан-
ных об аутоиммунных нарушениях у больных 
туберкулезом, что послужило причиной данно-
го исследования – определение уровня аутоан-
тител к различным модификациям виментина 
у пациентов с туберкулезом легких и с другими 
неспеци фическими гранулематозными заболева-
ниями легких.

Материалы и методы
Ретроспективно-проспективное сравнитель-

ное исследование было проведено за период 
с 2014 по 2017 год с набором пациентов на базе 
ФГБУ «Санкт-Петербургский НИИ фтизио-
пульмонологии» Минздрава РФ и СПбГБУЗ 
«Городская многопрофильная больница № 2». 
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Лабораторная часть исследования проводилась 
в лаборатории диагностики аутоиммунных забо-
леваний СПб ГМУ им. И.П. Павлова.

Исследование одобрено независимым эти-
ческим комитетом ФГБУ «СПб НИИФ» Минз-
драва России (выписка из протокола № 34.2 
от 19.01.2017) и Локальным этическим комите-
том Санкт-Петербургского государственного 
университета (протокол № 01-126 30.06.17). Все 
участники исследования подписали информиро-
ванное согласие на обработку индивидуальных 
данных. 

Согласно дизайну исследования, было вклю-
чено 28 пациентов с бактериологически верифи-
цированным туберкулезом легких (I группа), 30 
больных с неспецифическими заболеваниями 
легких (II группа) (15 с гранулематозным поли-
ангиитом и 15 с экзогенным аллергическим аль-
веолитом). Контрольная группа была представ-
лена здоровыми добровольцами (n = 40), которые 
не имели хронических заболеваний, в том числе 
онкологических, контактов с больными туберку-
лезом; отмечалось отсутствие изменений по ла-
бораторным показателям. 

Группы были сопоставимы по полу и возрасту. 
Критериями исключения являлись: срок более 2 
лет с выявления рентгенологических изменений 
в легких, прием иммуносупрессивной и противо-
туберкулезной терапии, проведение курса плаз-
мафереза сроком менее 2 месяцев с момента 
включения, наличие ВИЧ-инфекции, сифилиса, 
опухолевых заболеваний, декомпенсированного 
сахарного диабета, аутоиммунной патологии.

Все пациенты прошли комплекс обследо-
вания, включавший клиническую оценку за-
болевания, мультиспиральную компьютерную 
томографию (МСКТ) органов грудной клетки, 
лабораторные исследования крови, стандартный 
комплекс обследования на туберкулез, гисто-
логическую верификацию изменений в легких 
и внутригрудных лимфатических узлах по пока-
заниям (с применением чрезбронхиальной и ви-
деоторакоскопической биопсии). 

Диагноз «туберкулез легких» верифициро-
вался на основании характерных рентгенологи-
ческих изменений (лимфаденопатии средосте-
ния, очаговых и инфильтративных изменений 
с деструкцией или без нее); положительных ре-
зультатов обследования на туберкулез (выяв-
ление в анализах мокроты M. tuberculosis (MBT) 
и/ или MTB ДНК по данным молекулярно-гене-
тических и бактериологических методов) [1].

В сыворотке всех включенных в исследова-
ние участников был определен уровень антител 
к модифицированному цитруллинированному 
виментину (modified citrullinated vimentin, anti-
MCV). Сыворотка пациентов с повышенным 

уровнем anti-MCV была исследована на антитела 
к циклическому цитруллинированному пептиду 
(cyclic citrullinated peptide, anti-CCP) и цитрулли-
нированному виментину (citrullinated vimentin, 
anti-Sa). Антитела к anti-MCV определялись 
с применением ELISA (ORGENTEC, Germany), 
к anti-CCP и anti-Sa – с применением ELISA 
(EUROIMMUN, Germany). Все измерения были 
выполнены с помощью планшетного ИФА-спек-
трофотометра BIO-TEK ELx800. Положитель-
ным результатом является обнаружение уровня 
указанных антител более 19,5 Ед/мл.

Статистические методы 
Статистический анализ полученных данных 

осуществлялся с помощью программного обе-
спечения GraphPad Prism 6 с использованием 
теста Манна–Уитни для непараметрических вы-
борок, при значениях переменных меньше 5 при-
меняли точный тест Фишера. Количественные 
данные рассчитывались в виде М±SD. Степени 
ассоциаций между пропорциями оценивались 
с помощью доверительных интервалов, а также 
критерия χ2 с коррекцией Йейтса. Для опреде-
ления взаимосвязи между признаками был ис-
пользован корреляционный анализ Спирмена. 
Различия или показатели связи считались стати-
стически значимыми при уровне р < 0,05.

Результаты
Результаты определения уровня anti-MCV 

и anti-CCP в сыворотке крови представлены в та-
блице 1. 

Согласно представленным в таблице 1 дан-
ным, у больных туберкулезом (I группа) был 
диагностирован в 60,7% (17/28), что достоверно 
чаще, чем в группе контроля (25,0%). У больных 
туберкулезом высокого уровня anti-CCP не было 
выявлено ни у одного пациента. 

Результаты сравнения уровня anti-MCV у па-
циентов с туберкулезом (I), неспецифическими 
заболеваниями легких (II) и контрольной груп-
пой (III) представлены на рисунке 1.

Как представлено на рисунке 1, по уровню 
anti-MCV выявлены статистически значимые 
различия у больных туберкулезом и у здоровых 
лиц (p = 0,0002), а также у больных туберкулезом 
(I) и неспецифическими заболеваниями легких 
(II) (p = 0,0003). Статистически значимой раз-
ницы между результатами уровня anti-MVC во II 
группе и контрольной группе выявлено не было 
(p = 0,17).

В таблице 2 приведены результаты расчета 
чувствительности и специфичности определения 
anti-MCV в исследуемых группах. Из представ-
ленных в таблице 2 данных видно, что показа-
тели диагностической значимости составляют 
63,0 и 73,0%, соответственно, для туберкулеза  
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ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИ-MCV В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ

TABLE 1. RESULTS OF THE ANTI-MCV DETERMINATION IN THE STUDIED GROUPS

Исследуемые 
группы пациентов

Group of patients

Данные по аnti-MCV
аnti-MCV data

Cl 95%

Данные по аnti-CCP
аnti-CCP data

Cl 95%Повышенный 
уровень
High level

n/%

Абсолютное 
значение
Absolute 

value
(M±m)

Повышенный 
уровень
High level

n/%

Абсолютное 
значение

Absolute value
(M±m)

I группа (туберкулез)
Group I (tuberculosis)
n = 28

60,7* 
(17/28) 23,39±10,65 19,17-27,61 0

0/17 2,26±1,36 0,96-4,55

II группа 
(неспецифические 
заболевания легких)
Group II (nonspecific 
lung diseases)
n = 30

26,7 
(8/30) 33,94±31,47 10,53-19,12 25

2/8 2,43±1,45 0,69-9,76

Здоровые лица 
(группа контроля)
Healthy subgects 
(control group)
n = 40

25,0
(10/40) 14,75±12,47 11,52-17,99 0

(0/10) 0,55±0,37 0,87-2,10

Примечание. * р < 0,01 – достоверные различия между значениями в группе II и III и IV группах.

Note. * p < 0.01, significant differences between the values in the II and III and IV groups.

Рисунок 1. Уровень Anti-MCV в исследуемых группах 
Примечание. *** p < 0,0001 – достоверные различия при 
сравнении результатов I, II группы и группы контроля.
Figure 1. Level of anti-MCV in the groups of patients with 
tuberculosis (I), nonspecific lung diseases (II) and healthy 
subjects (III)
Note. ***, p < 0.0001, significant differences in comparison with the 
results of I, II and control groups.

 

и 44,4 и 57,7% – для неспецифических заболева-
ний легких.

Обсуждение
Согласно данным исследования, получены 

статистически значимые результаты по высоким 
показателям уровня антител к anti-MCV у боль-
ных с туберкулезом по сравнению с контрольной 
группой (р = 0,0002), что характерно для аутоим-
мунных процессов [6, 13]. В то же время не было 
выявлено повышения концентрации anti-CCP 
антител. 

Вероятно, причиной появления аутоантител 
может являться молекулярная мимикрия, кото-
рая описана при хронической инфекции на фоне 
гиперреактивного иммунного ответа. Согласно 
литературным данным, возможным аутоантиге-
ном является виментин [6, 8], что было выявлено 
в нашем исследовании. В качестве микобактери-
альных антигенов, участвующих в перекрестной 
реакции, могут быть белки теплового шока Mtb-
HsP60, Mtb-HsP65, каталаза (mKatG) [13]. 

Наличие антител у больных туберкулезом 
может отражать возможную перекрестную реак-
тивность иммунной системы против виментина 
и пептидов M. tuberculosis, что отмечалось во мно-
гих исследованиях по изучению роли микобакте-
риальных антигенов при саркоидозе и возмож-

ной роли M. tuberculosis в качестве триггерного 
фактора [5, 12, 13].

Полученные данные позволяют предпо-
ложить, что цитруллинирование виментина 
не играет важной роли в формировании им-

I группа
Group I

Ед
/м

л
U/

ml

100

50

0
II группа
Group II

Контроль
Control
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мунного ответа против этого белка, что также 
не может служить значимым диагностическим 
критерием. Диагностическая чувствительность 
и специфичность данных показателей для тубер-
кулеза низкая. Однако выявление аутоиммунно-
го компонента является значимым при ведении 
больных туберкулезом для коррекции лечения 
и назначения иммуносупрессивной терапии.

Заключение
В данном исследовании впервые были полу-

чены данные о концентрации в плазме крови 
ауто антител к виментину у больных туберкулезом 
легких. 

Антитела к модифицированному цитруллини-
рованному виментину были обнаружены во всех 
исследованных группах, но для туберкулеза этот 
маркер имел большее значение, чем для других 

заболеваний легких. При этом выявление анти-
MCV антител не может служить диагностическим 
критерием для туберкулеза, так как они связаны 
с фундаментальными аспектами патогенеза дан-
ного заболевания. Однако наличие аутоиммун-
ного компонента является значимым для кор-
рекции терапии данных пациентов и повышение 
уровня анти-MCV антител может служить марке-
ром для назначения иммуносупрессивной и кор-
тикостероидной терапии.

Впервые было показано, что антитела к ци-
труллинированным циклическим пептидам 
не значимы в патогенезе туберкулеза и других 
исследуемых заболеваний легких (гранулематоз 
с полиангиитом, альвеолиты). Отсутствие анти-
CCP позволяет предположить, что цитруллини-
рование виментина не является ключевым фак-
тором в формировании аутоиммунного ответа 
к данному пептиду. 
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ТАБЛИЦА 2. ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ И СПЕЦИФИЧНОСТЬ ANTI-MCV В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ
TABLE 2. SENSITIVITY AND SPECIFICITY OF ANTI-MCV IN THE STUDIED GROUPS

Группы пациентов
Group of patients

Значение 
P точного 
критерия 
Фишера

P value of Fisher 
test

Значение P χ2 
с коррекцией 

Йейтса
P χ2 value with 

Yates's correction

Чувствительность
Sensitivity 

Специфичность
Specificity

I группа (туберкулез) 
Group I (tuberculosis)
n = 28

0,0052 0,007 63,0% 73,0%

II группа
(аутоиммунные 
неспецифические 
заболевания легких)
Group II (autoimmune 
nonspecific lung diseases)
n = 30

0,158 0,236 44,4% 57,7%
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ТЕСТ АКТИВАЦИИ БАЗОФИЛОВ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ 
МИКОГЕННОЙ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ У БОЛЬНЫХ 
МУКОВИСЦИДОЗОМ
Козлова Я.И.1, Фролова Е.В.1, Учеваткина А.Е.1, Филиппова Л.В.1, 
Аак О.В.1, Богомолова Т.С.1, Борзова Ю.В.1, Махмутова В.Р.2, 
Степаненко Т.А.2, Кузнецов В.Д.1, Васильева Н.В.1, Шульгина М.В.1, 
Климко Н.Н.1
1 ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова»,  
Санкт-Петербург, Россия 
2 Городская многопрофильная больница № 2, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Колонизация Aspergillus fumigatus у больных муковисцидозом (МВ) может вызвать сенси-
билизацию к A. fumigatus и/или аллергический бронхолегочный аспергиллез (АБЛА), что значительно 
ухудшает течение основного заболевания. В настоящее время идет поиск новых диагностических те-
стов, которые позволят выявить микогенную сенсибилизацию у данной категории больных. Целью 
настоящей работы явилась оценка возможности применения теста активации базофилов с аллерге-
ном A. fumigatus в условиях in vitro с использованием проточной цитометрии для выявления мико-
генной сенсибилизации у больных МВ. Обследовали 190 больных МВ в возрасте от 1 до 37 лет. Всем 
пациентам провели аллергологическое (кожные тесты с грибковыми аллергенами, определение в сы-
воротке уровня общего IgE и специфических IgE (sIgE) к грибковым аллергенам) и микологическое 
(микроскопия и посев респираторных субстратов) обследование. По показаниям выполняли ком-
пьютерную томографию органов грудной клетки. Тест активации базофилов с аллергеном A. fumigatus 
выполнили 10 больным МВ с АБЛА и 10 больным МВ без АБЛА в дополнение к стандартному ал-
лергологическому обследованию. У больных муковисцидозом частота сенсибилизации к A. fumigatus 
составила 27%, частота развития аллергического бронхолегочного аспергиллеза – 5,7%. Количество 
эозинофилов, уровни общего IgE и sIgE к A. fumigatus у больных МВ с АБЛА достоверно превышали 
значения пациентов с МВ без АБЛА. В крови больных МВ с АБЛА определено 68,5 (52,5-81,5) % ба-
зофилов, активированных аллергеном A. fumigatus, индекс стимуляции составил 17,07 (10,30-27,70). 
В группе сравнения индекс стимуляции не превышал значения 1,5 (р = 0,000). Установлена прямая 
положительная корреляционная связь между уровнями sIgE к A. fumigatus и количеством базофилов, 
активированных аллергеном A. fumigatus (r = 0,77; при р < 0,05). У больных МВ с АБЛА достоверно 
ниже показатели ФЖЕЛ и индекса массы тела по сравнению с пациентами без микогенной сенси-
билизации. Использование теста активации базофилов, наряду с традиционными показателями, по-
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зволит более дифференцированно подходить к оценке развития АБЛА у больных МВ. Своевременная 
идентификация ассоциированного с грибами рода Aspergillus клинического статуса больных МВ будет 
способствовать раннему и эффективному назначению специфической терапии.

Ключевые слова: тест активации базофилов, Aspergillus spp., Aspergillus fumigatus, аллергический бронхолегочный 
аспергиллез, муковисцидоз, микогенная сенсибилизация

BASOPHILE ACTIVATION TEST FOR THE DIAGNOSTICS OF 
FUNGAL SENSITIZATION IN THE PATIENTS WITH CYSTIC 
FIBROSIS 
Kozlova Ya.I.a, Frolova E.V.a, Uchevatkina A.E.a, Filippova L.V.a, 
Aak O.V.a, Bogomolova T.S.a, Borzova Yu.V.a, Makhmutova V.R.b, 
Stepanenko T.A.b, Kuznetsov V.D.a, Vasilyeva N.V.a, Shulgina M.V.a, 
Klimko N.N.a
a I. Mechnikov North-Western State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation 
b Multidisciplinary City Hospital No. 2, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Aspergillus fumigatus colonization in the patients with cystic fibrosis (CF) may cause sensitization 
against A. fumigatus and/or allergic bronchopulmonary aspergillosis (ABPA), which significantly worsens 
the course of underlying disease. At the present time, new diagnostic tests are searched for detection of 
fungal sensitization in these patients. The aim of this work was to evaluate an opportunity of application of 
basophile activation test with A. fumigatus allergen in vitro using flow cytometry, aiming for identification of 
fungal sensitization in the CF patients. The study included 190 patients with CF aged 1 to 37 years. All the 
patients underwent common allergy screening (skin tests with fungal allergens, determination of serum levels 
of total IgE and specific IgE for the fungal allergens), and mycological examination (microscopy and culture 
of respiratory substrates). Computed tomography of the chest was performed upon clinical indications. The 
basophil activation test with the A. fumigatus allergen was performed in 10 CF patients with ABPA, and 10 
CF patients without ABPA, in addition to the standard allergological examination. Frequency of sensitization 
to A. fumigatus in the patients with cystic fibrosis was 27%, the incidence of allergic bronchopulmonary 
aspergillosis was 5.7%. The number of eosinophils, total IgE and specific IgE levels in CF patients with ABPA 
were significantly higher than in CF patients without ABPA. In blood of the ABPA patients we have identified 
68.5 (52.5-81.5%) of basophilic leukocytes activated by A. fumigatus allergen, with a stimulation index of 17.07 
(10.30-27.70). In appropriate comparison group, the stimulation index did not exceed 1.5 (p = 0.000). Direct 
positive correlation between the levels of specific IgE to A. fumigatus and the number of basophils activated by 
A. fumigatus allergens was revealed (r = 0.77; р < 0.05). FVC values and the body mass index in CF patients with 
ABPA were significantly lower when compared with the patients without fungal sensitization. Introduction of 
the basophil activation test, along with standard techniques, may enable a more differentiated assessment of 
ABPA development in CF patients. Timely detection of associations between A. fumigatus sensitization and 
clinical status of CF patients will facilitate early and effective administration of specific therapy.

Keywords: basophil activation test, Aspergillus spp., Aspergillus fumigatus, allergic bronchopulmonary aspergillosis, cystic fibrosis, 
fungal sensitization

Введение
Муковисцидоз (МВ) – частое моногенное за-

болевание, обусловленное мутацией гена транс-
мембранного регулятора МВ (МВТР), который 
является каналом для активного перемещения 
ионов хлора, а также регулятором обратного вса-
сывания ионов натрия, и характеризующееся по-
ражением экзокринных желез жизненно важных 
органов и систем [2, 13]. 

Больные МВ представляют одну из самых 
тяжелых категорий пульмонологических па-
циентов. Поражение легких при МВ, в основе 
которого лежит хронический инфекционный 
процесс, по-прежнему остается основной причи-
ной смертности больных. Отсутствие или недо-
статочность МВТР в бронхолегочном эпителии 
способствует продукции большого количества 
вязкого слизистого секрета. Это обеспечивает 
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благоприятные условия для колонизации дыха-
тельных путей различными патогенными микро-
организмами, в том числе и плесневыми микро-
мицетами [8, 11].

Роль бактериальных патогенов при МВ до-
вольно хорошо изучена. Наряду с распространен-
ными возбудителями, такими как Staphylococcus 
aureus, Haemophilus influenzaе и Pseudomonas 
aeruginosa, в последние годы все большее клини-
ческое значение приобретают плесневые микро-
мицеты. Частота выделения микромицетов из ре-
спираторных субстратов больных МВ варьирует 
от 6 до 57% [26]. Особое внимание исследователи 
уделяют широкому спектру заболеваний, ассоци-
ированных с грибами рода Aspergillus. 

Аллергический бронхолегочный аспергиллез 
(АБЛА) – наиболее часто встречающаяся фор-
ма аспергиллеза у больных муковисцидозом [13, 
15, 24]. AБЛА поражает от 2 до 15% больных МВ 
и существенно отягощает основное заболева-
ние [4, 19]. Для классической клинической кар-
тины АБЛА характерно наличие транзиторных 
или персистирующих инфильтратов в легких, 
болей в грудной клетке, бронхоэктазов, форми-
рование легочного фиброза и дыхательной не-
достаточности. Заболевание обычно протекает 
хронически, с периодическими обострениями 
бронхообструктивного синдрома и/или эозино-
фильной пневмонии [3].

Диагностика АБЛА при муковисцидозе слож-
на, поскольку многие диагностические крите-
рии пересекаются с типичными проявлениями 
основного заболевания. Недавние исследования 
показывают, что сенсибилизация к A. fumigatus 
связана с более существенным снижением функ-
ции легких и увеличением частоты легочных 
обострений у больных МВ [5, 14, 23]. Поэтому 
раннее выявление микогенной сенсибилизации 
чрезвычайно важно для своевременного установ-
ления диагноза АБЛА и назначения адекватной 
терапии, которая предотвратит прогрессирова-
ние поражения легких.

Цель исследования – изучение возможности 
применения теста активации базофилов с аллер-
геном A. fumigatus в условиях in vitro с использо-
ванием проточной цитометрии для выявления 
микогенной сенсибилизации у больных муко-
висцидозом.

Материалы и методы
Обследовали 190 больных МВ в возрасте от 1 

до 37 лет (медиана – 14 лет): мужчин – 96, жен-
щин – 94, из них детей – 130, взрослых – 60.

Обследование больных включало сбор анам-
нестических данных (первые симптомы заболе-
вания и время их появления, динамика развития, 
возможный контакт с плесневыми грибами дома 

или на работе), а также оценку результатов обще-
клинических, лабораторных, инструментальных 
методов диагностики. 

Микологическое обследование включало 
микроскопию и культуральное исследование 
образцов респираторных биосубстратов: мо-
крота, бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ). При 
микроскопии использовали нативный препарат 
или окраску калькофлюором белым, отмечали 
наличие септированного мицелия, ветвящего-
ся под углом 45°. Материал засевали на среду 
Сабуро, посевы инкубировали при 37 °С в тече-
ние 10 дней. Полученные культуры грибов рода 
Aspergillus идентифицировали по морфологиче-
ским признакам. 

Аллергологическое обследование включало 
кожное тестирование с 6 грибковыми аллергена-
ми: Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, 
Rhizopus, Candida (Allergopharma, Германия). Ме-
тодом иммуноферментного анализа определяли 
уровень общего IgE (ООО «Полигност», Россия) 
и специфических IgE (sIgE) к грибковым аллер-
генам (панель биотинилированных аллергенов 
«Алкор Био», Россия) в сыворотке крови.

Для выявления микогенной сенсибилиза-
ции дополнительно 10 больным МВ с АБЛА и 10 
больным МВ без АБЛА провели тест активации 
базофилов с аллергеном A. fumigatus («Алкор 
Био», Россия).

Кровь для теста активации базофилов забира-
ли натощак из кубитальной вены. В качестве ан-
тикоагулянта использовали гепарин. Постановку 
исследуемых проб осуществляли в течение 1-2 
часов от момента забора крови. Изучение акти-
вации базофилов проводили методом проточной 
цитометрии с использованием набора Allerginicity 
kit (Cellular Analysis of Allergy, Beckman Coulter, 
США). Идентификацию базофилов осуществля-
ли с помощью маркеров CD3-CRTH2+ (CRTH2-
хемоаттрактантный рецептор, который присут-
ствует как на Тh2, так и на базофилах), а выявление 
активации базофилов – по увеличению содер-
жания клеток с высокой экспрессией CD203c. 
Методика теста активации базофилов Allerginicity 
kit: образцы цельной периферической крови 
окрашивали тройным коктейлем моноклональ-
ных антител CRTH2-FITC/CD203c-PE/CD3-

 PC7  
в присутствии буферного раствора (отрицатель-
ный контроль) или моноклональных антител 
к IgE (положительный контроль), или аллергена 
A. fumigatus в течение 15 минут при 37 °С в темно-
те. Далее проводили лизис эритроцитов лизиру-
ющим фиксирующим реагентом, входящим в на-
бор Allerginicity kit. В каждой пробе оценивали 
500 базофилов методом проточной цитометрии 
в мультипараметрическом протоколе с много-
этапным гейтированием. 
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Таким образом, у каждого пациента иссле-
довали спонтанную активацию базофилов – 
долю клеток CD3-CRTH2+CD203c++ от обще-
го количества базофилов в пробе с буферным 
раствором, что позволяет разграничить уро-
вень экспрессии молекул покоящихся клеток 
по сравнению с состоянием активации клетки. 
Проведение положительного контроля, обе-
спечивающего неспецифическую активацию 
базофилов, необходимо для исключения лож-
ноотрицательных реакций и повышения специ-
фичности метода. Для специфической стимуля-
ции базофилов в работе использовали аллерген 
A. fumigatus («Алкор Био», Россия). Оптималь-
ная концентрация аллергена была определена 
в предыдущих исследованиях [1]. 

Для оценки уровня активации базофилов 
по экспрессии CD203c в ответ на инкубацию 
с аллергеном использовали индекс стимуляции 
(ИС). ИС – отношение процента активирован-
ных базофилов в пробе с аллергеном к проценту 
их спонтанной активации в нестимулированном 
контроле. 

Для изучения функции внешнего дыхания ис-
пользовали спирометрию методом выполнения 
петли «объем-поток» с компьютерной обработ-
кой результатов исследования. Учитывали следу-
ющие показатели: объем форсированного выдоха 
за первую секунду (ОФВ1), форсированная жиз-
ненная емкость легких (ФЖЕЛ). По показани-
ям выполняли компьютерную томографию (КТ) 
легких в режиме высокого разрешения.

Для выявления микогенной сенсибилизации 
использовали критерий, предложенный между-
народными экспертами ISHAM: положительный 
кожный прик-тест (≥ 3 мм) и/или выявление 
в сыворотке крови уровня специфического IgE 
к грибковому аллергену, соответствующего клас-
су 1 и выше (≥ 0,35 Ед/мл) [3].

Диагноз аллергического бронхолегочного 
аспергиллеза (АБЛА) устанавливали на основа-
нии критериев Stevens и соавт. [25].

Полученные в процессе исследования данные 
обрабатывали с помощью программной систе-
мы STATISTICA 10. Данные представляли в виде 
медианы (Me) и нижнего и верхнего квартилей 
(Q0,25-Q0,75). Для оценки различий между незави-
симыми выборками применяли непараметриче-
ский критерий Манна–Уитни. Корреляции были 
проверены с помощью теста Спирмена. Различия 
считали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты
Частота микогенной сенсибилизации у боль-

ных МВ по положительным результатам кожных 
прик-тестов и/или выявлению sIgE к аллерге-
нам плесневых грибов в сыворотке крови со-

ставила 57%. Гиперчувствительность к Aspergillus 
spp. выявлена у 51 больного (27%). Частота сен-
сибилизации к остальным микромицетам со-
ставила: Candida spp. – 73%, Alternaria spp. – 
34%, Rhizopus spp. – 20%, Penicillium spp. – 10%, 
Cladosporium spp. – 6%.

На основании результатов комплексного об-
следования АБЛА установлен у 11 (5,7%) больных 
МВ. При микологическом исследовании респи-
раторных субстратов у 9 больных выявлен рост 
A. fumigatus, у 2 – рост A. niger.

Тест активации базофилов с аллергеном 
A. fumigatus выполнили 10 больным АБЛА в воз-
расте от 6 до 31 года, медиана – 17,0 (10,0-21,0); 
мужчин – 6 (60%), женщин – 4 (40%). Контроль-
ную группу составили 10 больных МВ без мико-
генной сенсибилизации в возрасте от 18 до 60 лет, 
медиана – 26,0 (23,0-29,0); мужчин – 7 (70%), 
женщин – 3 (30%). Как видно из приведенных 
данных, группы не отличались между собой 
по полу, однако возраст был достоверно меньше 
у больных МВ с АБЛА. Клинические характери-
стики групп представлены в таблице 1. 

У всех обследованных больных была смешан-
ная форма МВ с тяжелым и среднетяжелым те-
чением. Следует отметить, что индекс массы тела 
больных МВ с АБЛА составил 16,8 (16,0-18,0) 
и был достоверно ниже, чем в группе сравнения 
(p = 0,003). 

При исследовании функции внешнего дыха-
ния значения ОФВ1 в обследованных группах 
не отличались, однако больные МВ с АБЛА де-
монстрировали достоверно более низкие показа-
тели ФЖЕЛ (p = 0,006).

Микробиологические исследования образцов 
мокроты выявили наличие грибов рода Aspergillus 
у всех больных МВ с АБЛА и отсутствие коло-
низации плесневыми грибами у больных МВ 
без АБЛА. Случаи инфицирования S. aureus 
и P. aeroginosa регистрировали одинаково часто 
у больных обеих групп. 

Иммунологические показатели групп больных 
представлены в таблице 2. У больных МВ с АБЛА 
абсолютное количество эозинофилов было 0,41 
(0,14-0,60) × 109/л, а уровни общего IgE и sIgE 
к A. fumigatus составили 601 (459-702) МЕ/ мл 
и 3,62 (1,40-5,91) МЕ/мл соответственно. Эти 
показатели у больных МВ без АБЛА были до-
стоверно ниже (p < 0,05). Представленные дан-
ные подтверждают наличие персистирующего 
аллергического воспаления за счет активации 
Т-хелперов 2-го типа (Th2) иммунного ответа 
при развитии АБЛА.

Установлено, что спонтанная активация ба-
зофилов не различалась у больных МВ с АБЛА 
и больных МВ без АБЛА. Неспецифическая ак-
тивация базофилов выявила, что больший про-
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цент базофилов у больных АБЛА по сравнению 
с контрольной группой активируется анти-IgE-
антителами (p = 0,000).

В крови больных МВ с АБЛА определено 
от 6,2 до 94,1% базофилов, активированных ал-
лергеном A. fumigatus. ИС колебался от 3,9 до 39,4 

и составил 17,07 (10,30-27,70). В группе сравне-
ния установлено достоверно более низкое ко-
личество сенсибилизированных базофилов, ИС 
был 0,95 (0,70-1,10) (p = 0,000). Данные теста ак-
тивации базофилов больного МВ с АБЛА пред-
ставлены на рисунке 1.

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА БОЛЬНЫХ МУКОВИСЦИДОЗОМ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CHARACTERISTICS OF CYSTIC FIBROSIS PATIENTS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Indicators

МВ с АБЛА
CF with ABPA

(n = 10)

МВ без АБЛА
CF without ABPA

(n = 10)
p

Возраст, лет
Age, years

17,0
(10,0-211,0)

26,0
(23,0-29,0) p = 0,012

Пол, м/ж
Malе, m/f 6/4 7/3 –

ИМТ
BMI

16,8
(16,0-18,0)

18,6
(18,0-20,4) p = 0,003

ФЖЕЛ, %
FVC, %

60,0
(40,0-67,0)

70,0
(67,0-76,0) p = 0,006

ОФВ1, %
FEV1, %

44,0
(24,0-55,0)

47,5
(45,0-51,0) p = 0,145

ТАБЛИЦА 2. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ БОЛЬНЫХ МУКОВИСЦИДОЗОМ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. IMMUNOLOGICAL INDICATORS OF CYSTIC FIBROSIS PATIENTS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Indicators

МВ с АБЛА
CF with ABPA

(n = 10)

МВ без АБЛА
CF without ABPA

(n = 10)
p

IgE общий, МЕ/мл
IgE total, IU/ml

601,0
(459,0-702,0)

22,5
(4,0-33,0) p = 0,000

sIgE Aspergillus, МЕ/мл
IU/ml 

3,62
(1,40-5,91)

0,02
(0,01-0,03) p = 0,000

Эозинофилы, % 
Eosinophils, %

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

2,0
(0,0-3,0) p = 0,021

Эозинофилы, × 109/л 
Eosinophils, × 109/l

0,41
(0,14-0,60)

0,12
(0,00-0,20) p = 0,009

Спонтанная активация 
базофилов,%
Spontaneous basophil 
activation, %

3,70
(2,20-4,80)

6,30
(4,80-10,50) p = 0,050

Активация базофилов 
анти-IgE-антителами, %
Activation of basophils with 
anti-IgE antibodies, %

72,25
(55,20-86,30)

46,00
(44,40-48,50) p = 0,000

Количество базофилов 
активированных 
A. fumigatus, %
The number of A. fumigatus 
activated basophils, %

68,50
(52,50-81,50)

5,95
(3,80-7,90) p = 0,002

Индекс стимуляции
Stimulation index

17,07
(10,30-27,70)

0,95
(0,70-1,10) p = 0,000
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Таким образом, исследованные группы 
больных различались как по содержанию sIgE 
к A. fumigatus в сыворотке крови, так и по коли-
честву активированных аллергеном базофилов, 
что подтверждается данными корреляционно-
го анализа. Установлена прямая положитель-
ная корреляционная связь между уровнями sIgE 
к A. fumigatus и количеством базофилов, акти-
вированных аллергеном A. fumigatus (r = 0,77; 
р < 0,05).

Обсуждение
Микогенная сенсибилизация – важный па-

тогенетический этап в развитии АБЛА. В насто-

ящее время широко изучается связь колонизации 
плесневыми грибами верхних дыхательных путей 
у больных бронхиальной астмой с развитием ми-
когенной сенсибилизации. Установлена высокая 
частота выделения грибов рода Aspergillus из мо-
кроты у сенсибилизированных пациентов [20]. 
Однако существует ограниченное количество ис-
следований, посвященное этой проблеме у боль-
ных МВ. Так, в исследовании С. Baxter и соавт. 
не установлено корреляции между колонизацией 
дыхательных путей грибами и сенсибилизацией 
к A. fumigatus [5]. В нашей работе у всех больных 
МВ с АБЛА при посеве мокроты выявили рост 
грибов рода Aspergillus. Можно предположить, 

Рисунок 1. Тест активации базофилов у больных МВ
Примечание. Больной К. (А, Б) и больной М. (В, Г) на этапе итогового гейтирования базофилов (CD3-CRTH2+CD203++) после 
спонтанной (А, В) или специфической (A. fumigatus) (Б, Г) активации. Высокий процент активированных базофилов (Б) 
подтверждает наличие сенсибилизации.
Figure 1. Basophil activation test in patients with cystic fibrosis
Note. Patient K. (A, B) and Patient M. (B, D) at the final basophil gaiting (CD3-CRTH2+CD203+) after the spontaneous (A, C) or specific 
(A. fumigatus ) (B, D) activation. High percentage of the activated basophils (b) confirms the sensibility.
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что противоречивость данных связана с методо-
логическими различиями в определении сенси-
билизации, колонизации и микробиологических 
методах.

Результаты многочисленных исследований 
указывают, что сенсибилизация к A. fumigatus ас-
социирована с более выраженными изменениями 
функции легких [5, 23]. Как и ряд других авторов, 
мы показали, что персистирующее присутствие 
A. fumigatus в дыхательных путях больных МВ свя-
зано с радиологическими аномалиями, включая 
более тяжелую бронхоэктазию, и оказывает вли-
яние на легочную функцию [14, 21]. У больных 
МВ с АБЛА достоверно ниже показатели ФЖЕЛ 
по сравнению с контрольной группой. 

Данные о частоте микогенной сенсибилиза-
ции у больных МВ варьируют в широких преде-
лах. Метаанализ 64 исследований показал, что 
частота сенсибилизации к Aspergillus spp. в этой 
группе больных составляет 39,1% [19].

Частота микогенной сенсибилизации у боль-
ных МВ в нашем исследовании составила 57%, 
гиперчувствительность к Aspergillus spp. выявлена 
у 27% обследованных, что сопоставимо с резуль-
татами других исследований.

Для подтверждения микогенной сенсибилиза-
ции использовали определение sIgE и тест акти-
вации базофилов (БАТ). В данном исследовании 
мы сосредоточили внимание на маркере акти-
вации базофилов CD203c в качестве индикатора 
сенсибилизации к A. fumigatus .

Базофилы периферической крови и тканевые 
тучные клетки являются ключевыми эффектор-
ными клетками в реакциях гиперчувствитель-
ности немедленного типа. Они участвуют в диф-
ференцировке Тh2-путем секреции цитокинов 
и антигенной презентации, что имеет большое 
значение в развитии IgE-опосредованного хро-
нического аллергического воспаления, и играют 
ключевую роль в IgG-опосредованной системной 
анафилаксии [16]. Кроме того, базофилы и туч-
ные клетки могут быть вовлечены и в другие типы 
аллергического и неаллергического ответов, в ос-
нове которых лежат иные механизмы реакции: 
активация комплемента, не-IgE-опосредованная 
стимуляция и прямое цитотоксическое (неимму-
нологическое) воздействие. Таким образом, из-
учение функциональной активности базофилов 
имеет важное диагностическое значение [17]. 
Принцип теста активации базофилов сводится 
к тому, что при контакте аллергена с молекула-
ми IgE, фиксированных на базофилах, запуска-
ется каскад ферментных реакций, приводящих 
к дегрануляции и появлению на клеточной по-
верхности дополнительных молекул. К таким 
молекулам относятся, например, маркер де-
грануляции CD63 и активационные молекулы 

CD203c, CD13, CD107a, CD643 [7]. В настоящее 
время наиболее изученными и перспективными 
в аллергодиагностике маркерами активации ба-
зофилов являются CD63 и CD203с [6, 7].

Особенностью проведения исследования яв-
ляется то, что БАТ с аллергеном A. fumigatus мож-
но выполнять менее чем за 2 часа, используя не-
большой объем цельной периферической крови. 
Это можно сделать в том же образце крови, ко-
торый получен для других иммунологических ис-
следований, что существенно уменьшает диском-
форт для пациента. Выявление sIgE к A. fumigatus 
в сыворотке крови и проведение кожной пробы 
считают «золотыми стандартами» в рутинном 
обследовании больных и частью установленных 
критериев для диагностики AБЛA у больных 
МВ [20]. Тем не менее оба этих теста имеют не-
достатки.

Измерение уровней sIgE к A. fumigatus – это 
легкодоступный тест для врача и удобный для па-
циента. Однако иммуноглобулины этого класса 
характеризуются низким содержанием в сыво-
ротке крови, а также могут отсутствовать в цирку-
ляции, но быть фиксированными на клетках-ми-
шенях: базофилах и тучных клетках [16]. В ряде 
работ было показано, что уровни sIgE со време-
нем меняются и должны быть интерпретированы 
совместно с другими клиническими и лаборатор-
ными данными, чтобы установить диагноз [9]. 
Кроме того, высокий уровень общего IgE у боль-
ных может приводить к ложноположительным 
результатам вследствие неспецифического реа-
гирования с аллергеном.

Диагностика микогенной аллергии in vivo 
подразумевает выполнение кожных проб в виде 
прик-тестов. К недостаткам кожного тестиро-
вания относят риск развития побочных реак-
ций организма на дополнительную антигенную 
нагрузку, возможность возникновения лож-
ноположительных и ложноотрицательных ре-
зультатов [22]. Кожные пробы могут быть субъ-
ективными для лечащего врача и трудными 
для интерпретации [8]. 

Однако, как определение sIgE, так и результа-
ты кожных проб показывают лишь наличие сен-
сибилизации у пациентов, но не всегда клиниче-
скую значимость диагностируемого аллергена. 
В то же время БАТ является функциональным те-
стом, который представляет собой провокацион-
ную пробу, но выполненную ex vivo, в пробирке. 
БAT является специфической и надежной мерой 
IgE-зависимого ответа у сенсибилизированных 
субъектов, потому что базофилы циркулируют 
в крови, и усиление экспрессии маркеров акти-
вации на поверхности базофилов легко оценить 
с помощью проточной цитометрии. В проведен-
ном нами исследовании у всех больных АБЛА 
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с помощью БАТ подтверждена сенсибилизация 
к A. fumigatus и установлена прямая положитель-
ная корреляционная связь между уровнями sIgE 
к A. fumigatus и количеством базофилов, активиро-
ванных аллергеном A. fumigatus (r = 0,77; р < 0,05). 
Важное значение БАТ в диагностике АБЛА также 
подтвердили ирландские ученые. Опубликова-
на новая классификация, в которой критериями 
АБЛА у больных МВ предлагают считать соче-
тание значения индекса стимуляции БАТ, инду-
цированного A. fumigatus > 1,36 с повышенным 
уровнем сывороточного sIgE > 1,45 МЕ/ мл и об-
щим уровнем IgE > 185 МЕ/мл [20]. 

 B. Mirkovic и соавт. в своей работе показали, 
что применение итраконазола у больных МВ 
с колонизацией A. fumigatus снижает грибко-
вую нагрузку, но не изменяет уровни экспрес-
сии CD203c на базофилах, стимулированной 
A. fumigatus [20]. Это указывает на то, что эра-
дикация конидий грибов из дыхательных пу-
тей не влияет на микогенную сенсибилизацию, 
а БАТ можно использовать на фоне антимикоти-
ческой терапии. В настоящее время необходимы 
дальнейшие исследования, направленные на из-
учение влияния системных глюкокортикостеро-
идов, моноклональных антител против IgE, IL-5, 

IL-13 на число сенсибилизированных базофилов 
с маркером CD203c у больных МВ с АБЛА. 

Однако не только сенсибилизация к 
A. fumigatus ухудшает течение основного заболе-
вания у больных МВ, а также множество факто-
ров, включая продолжительность воздействия 
микромицетов, вязкость слизи, особенности пе-
рестройки иммунного ответа и возраст [8, 12, 20]. 
Другие факторы, такие как HLA-DR/HLA- DQ 
подтипы и наличие единичных нуклеотидных 
полиморфизмов в сайте связывания IL-4 его ре-
цептором на клетках, были описаны как пред-
располагающие факторы к развитию AБЛA [18]. 
Таким образом, чтобы прогнозировать развитие 
АБЛА, необходимы более длительные периоды 
наблюдения за больными из групп риска и оцен-
ка различных показателей в динамике. 

Заключение
Благодаря тесту активации базофилов у прак-

тикующего врача появились новые возможности 
диагностики различных видов аллергии, в том 
числе микогенной аллергии. Использование БАТ 
в комплексном обследовании больных МВ будет 
способствовать более оперативному выявлению 
АБЛА, что позволит своевременно начать таргет-
ную терапию.
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Резюме. Высокая распространенность заболеваний печени (токсические, вирусные гепатиты, пе-
ченочная недостаточность, цирроз) делает актуальным поиск новых методов лечения заболеваний 
гепатобилиарной системы. На сегодняшний день окончательно не выяснена роль иммунных меха-
низмов в патогенезе развития диффузного токсического повреждения печени. Модель токсического 
гепатита, индуцированная тетрахлорметаном (CCl4), широко известна, но, несмотря на это, именно 
экспериментальные модели позволяют дать комплексную оценку и разработать методы адекватной 
коррекции нарушений печени, что не всегда возможно в клинической практике. 

Для создания модели диффузного токсического повреждения печени использовали масляный 
раствор CCl4, который вводили животным экспериментальных групп однократно внутрибрюшинно 
в дозе 50 мг/100 г массы тела. Инъекции аминофталгидразида (АФГ) экспериментальным животным 
с целью коррекции токсического повреждения печени осуществлялись в течение всего эксперимента 
внутримышечно из расчета 2 мг/кг. 

На модели токсического повреждения печени CCl4 и его коррекции АФГ проведена оценка роли 
синусоидальных клеток (СК) и продукции цитокинов на локальном и системном уровне. В ответ 
на диффузное токсическое повреждение печени на локальном уровне усиливается продукция провос-
палительных цитокинов TNFα, IL-1α и IL-18, тогда как в плазме крови зафиксировано увеличение 
концентрации только TNFα. На фоне введения АФГ снижается концентрация провоспалительных 
цитокинов TNFα и IL-18 на системном уровне, а локально снижается уровень IL-6 и IFNγ. 

Изменения функционального состояния иммунокомпетентных клеток, к числу которых относят-
ся СК, оказывают существенное влияние на развитие патологических процессов в печени. Результаты 
проведенного нами исследования подтверждают тот факт, что в ранние сроки токсического воздей-
ствия в ткани печени возрастает количество СК, в том числе за счет притока моноцитов крови или за 
счет зрелых макрофагов перитонеальной полости, поступающих через мезотелий непосредственно 
к месту повреждения. СК осуществляют фагоцитоз поврежденных гепатоцитов и способствуют раз-
решению воспалительного процесса.

Модуляция активности макрофагов АФГ способствует увеличению числа СК в ранние сроки 
и стабилизирует их количество после 2-недельного применения. Изменение количества СК печени 
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при токсическом повреждении отражается на продукции цитокинов. Вероятно, направленное воз-
действие на СК посредством АФГ способно изменить продукцию регуляторных факторов и компен-
сировать недостаточную скорость восстановительных процессов после токсического повреждения.

Ключевые слова: синусоидальные клетки, цитокины, тетрахлорметан, диффузное токсическое повреждение печени
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Abstract. High occurence of liver diseases (toxic, viral hepatitis, liver failure, cirrhosis) requires urgent 
search of new methods for management of the hepatobiliary diseases. At the present time, the role of immune 
mechanisms in pathogenesis of diffuse toxic liver damage is not finally clarified. The model of toxic hepatitis 
induced by carbon tetrachloride (CCl4) is widely known, but this approach allows us to perform complex 
evaluation and develop the methods for adequate correction of liver disorders in experimental model, which is 
not always feasible in clinical setting.

To design a model of diffuse toxic liver damage, the CCl4 oil solution was used, having been administered 
intraperitoneally to experimental animals, at a single dose of 50 mg per 100 g body mass. Aiming for correction 
of toxic liver damage, the injections of aminophthalhydrazide (APH) to experimental animals were carried out 
intramuscularly at the dose of 2 mg/kg over the terms of experiment. An evaluation of the role of sinusoidal 
cells (SC) and cytokine production at the local and systemic level were carried out in the model of toxic liver 
damage caused by CCl4 and its correction by APH treatment. In the course of developing diffuse toxic liver 
damage induced by CCl4, the production of proinflammatory cytokines TNFα, IL-1α and IL-18 was enhanced 
at the local level, whereas an increase in TNFα concentration was observed in blood plasma. Following 
aminophthalhydrazide (APH) administration, the concentrations of proinflammatory cytokines (TNFα and 
IL-18) decreased at system level, along with locally decreased levels of IL-6 and IFNγ.

Changes in the functional state of immunocompetent cells, which include sinusoidal cells (SC), have a 
significant impact on the development of pathological processes in the liver. The results of our study presume 
that, over the early periods of toxic impact upon liver tissue, the number of SCs increases both due to influx 
of blood monocytes and mature macrophages from the peritoneal cavity that enter the injury site directly via 
mesothelial layer. The SCs provide phagocytosis of damaged hepatocytes and contribute to resolution of the 
inflammatory process.

Modulation of the macrophage activities by APH contributes to increased amounts of SCs at the early stages, 
and stabilizes their quantities after 2 weeks of APH injections. Change in the numbers of liver SCs during toxic 
damage affects the production of cytokines. A direct effect of APH upon the SCs may change the production of 
regulatory factors and compensate the insufficient rate of recovery processes after the toxic damage.

Keywords: sinusoidal cells, cytokines, tetrachloromethane, diffuse toxic liver damage

Исследование проведено в рамках бюджет-
ной программы «Изучение механизмов реге-
нераторных процессов в органах и тканях с ис-
пользованием экспериментальных моделей 
экстремальных факторов и токсического воз-
действия на организм», № гос. регистрации – 
АААА-А18-118020590107-0, «Иммунная система 
в регуляции физиологических функций в норме 

и при патологических процессах» № гос. реги-
страции – АААА-А18-118020590108-7.

Введение
В общей структуре заболеваний значитель-

ную долю занимают патологии гепатобилиарной 
системы. Одной из наиболее распространен-
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ных причин данных заболеваний является воз-
действие гепатотоксических агентов. Несмотря 
на большое количество научных публикаций, 
до настоящего времени окончательно не выяс-
нена роль иммунных механизмов в патогенезе 
развития диффузного токсического повреждения 
печени.

Метаболические нарушения при действии 
тетрахлорметана (CCl4) способны изменять про-
дукцию про- и противовоспалительных цитоки-
нов клетками иммунной системы. СК печени, 
большую часть которых составляют макрофаги, 
принадлежит важная роль как в поддержке вос-
палительной реакции, так и в регуляции регене-
рации [4, 11]. 

Синусоидальные эндотелиальные клетки яв-
ляются многочисленной непаренхиматозной 
клеточной популяцией печени и представлены 4 
основными разновидностями, имеющими мезен-
химальное происхождение: лейкоциты, эндоте-
лиоциты, клетки Ито, клетки Купфера или фик-
сированные макрофаги [12]. СК выполняют роль 
«барьера» в печеночных синусоидах, обеспечива-
ют фильтрацию, эндоцитоз, презентацию анти-
генов и привлечение лейкоцитов к месту повреж-
дения [17].

Основными факторами, регулирующими вос-
палительный процесс и регенерацию, являются 
цитокины, локально выделяющиеся клетками 
моноцитарно-макрофагального ряда в очаг по-
вреждения. Такие цитокины, как TNFα, IL-1, 
IL-6, ростовые факторы HGF, вырабатываемые 
синусоидальными клетками печени, запускают 
сигнальные пути трансдукции репликации ДНК 
(STAT3, MAPK) [8]. Ростовые факторы PDGF, 
IGF-1, HGF, TGF-β, синтезируемые синусои-
дальными клетками, снижают степень апоптоза 
гепатоцитов, уменьшают продукцию оксида азота 
и активных форм кислорода. Вышеперечислен-
ные факторы способны усиливать межклеточные 
взаимодействия клеток печени, восстанавливать 
функциональную активность сохранившихся 
и вновь образованных гепатоцитов [9, 15]. Поиск 
новых подходов иммунокоррегирующей тера-
пии, способной приводить к модификации реге-
нераторного потенциала органа на сегодняшний 
день остается актуальной задачей. 

Цель исследования – оценить уровень значи-
мых цитокинов и роль синусоидальных клеток 
при токсическом повреждении печени и на фоне 
его коррекции АФГ.

Материалы и методы
Эксперимент по моделированию диффузного 

токсического повреждения печени был выпол-
нен на 65 крысах-самцах линии Wistar массой 
180±10 г, одобрен локальным этическим коми-

тетом Института иммунологии и физиологии 
Уральского отделения РАН (г. Екатеринбург, Рос-
сия) и соответствует принципам, сформулиро-
ванным в Директиве 2010/63/EC Европейского 
парламента и Европейского Совета от 22 сентя-
бря 2010 года о защите животных, используемых 
в научных целях (Официальный журнал Евро-
пейского союза, 2010 г.). Животные, используе-
мые в исследовании, содержались в одинаковых 
условиях по 5 крыс в клетке на обычном рационе 
вивария со свободным доступом к пище и воде 
и температурным режимом 20±2 °С. 

Были сформированы следующие экспери-
ментальные группы животных: интактная, CCl4 
3 сутки, CCl4 7 сутки, CCl4, 14 сутки, CCl4 + АФГ 
3 сутки, CCl4 + АФГ 7 сутки, CCl4 + АФГ 14 сутки. 
Для создания модели диффузного токсического 
повреждения печени использовали CCl4, который 
вводили животным экспериментальных групп 
однократно внутрибрюшинно в дозе 50 мг/100 г 
массы тела. Инъекции аминофталгидразида экс-
периментальным животным осуществлялись 
в течение всего эксперимента внутримышечно 
из расчета 2 мг/кг. АФГ обладает противовоспа-
лительными, иммуномодулирующими и антиок-
сидантными свойствами. Его основные фармако-
логические эффекты обусловлены способностью 
воздействовать на функционально-метаболи-
ческую активность макрофагов и восстанавли-
вать их антигенпрезентирующую и секреторную 
функции [13]. К группам с CCl4-воздействием 
и с применением АФГ были сформированы кон-
трольные группы животных, которым вводили 
аналогичные дозы масляного раствора и 0,85% 
раствора хлорида натрия соответственно. Ин-
тактную группу составляли здоровые животные. 
Животных опытных групп выводили из экспери-
мента на 3, 7 и 14 сутки передозировкой диэтило-
вого эфира.

Образцы ткани печени погружали в 10% ней-
тральный формалин на 24 часа при комнатной 
температуре. Подготовку образцов для гистоло-
гического исследования осуществляли с исполь-
зованием автоматического процессора Leica EG 
1160 с последующей заливкой в парафин [10]. 
Со срезов толщиной 3-4 мкм удаляли парафин, 
для этого стекла помещались последователь-
но в ксилол, в 100% спирт и в растворы с по-
степенным снижением концентрации спирта 
до полностью водного раствора. Срезы печени 
окрашивали гематоксилином и эозином. Микро-
скопическое исследование проводили на микро-
скопе Leica DM 2500, анализ изображений вы-
полняли в программе Leica Application Suite (V4). 
Подсчет количества СК осуществляли в единице 
площади в 20-ти полях зрения при увеличении 
микроскопа ×400. Данный показатель позволяет 
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охарактеризовать вклад СК в регенерацию пече-
ни при токсическом повреждении. 

Для анализа содержания цитокинов в плазме 
крови экспериментальных животных произво-
дили забор периферической крови, центрифу-
гировали при 3000 об/мин на холоде в течение 
15 мин. Подготовка гомогената печени крыс 
включала гомогенизацию образцов, ресуспенди-
рование с физиологическим раствором (0,85% 
р-р хлорида натрия) и центрифугирование при 
5000 об/ мин на холоде в течение 30 мин [1, 18].

Содержание цитокинов в плазме крови и го-
могенатах печени крыс определяли методом 
иммуноферментного анализа с использовани-
ем прибора Lazurite Automated ELISA System. 
Для оценки уровня цитокинов в плазме кро-
ви использовали наборы для ИФА (иммуно-
ферментный анализ) фирмы Thermo Scientific: 
Rat TNF-alpha Platinum ELISA BMS622 TWO/
BMS622TEN, Rat IL-6 ELISA Kit BMS625/ 
BMS625 TWO/BMS625 TEN, Rat IL-10 Platinum 
ELISA BMS629/BMS629 TEN, Rat IL-18 ELISA 
Kit KRC2341, а для гомогенатов печени, кроме 
вышеперечисленных, – Rat TGF-β1 Platinum 
ELISA BMS623/3/BMS623/3TEN, Rat IFN gamma 
Platinum ELISA BMS621 TWO/BMS621TEN, Rat 
IL-1 alpha Platinum ELISA BMS627/ BMS627TEN.

Статистическая обработка результатов экс-
перимента выполнена с применением Statistica 
10.0. Для сравнения двух независимых групп ис-
пользован непараметрический критерий Ман-
на–Уитни. При проверке статистических гипотез 
использовался уровень значимости 5% (Р < 0,05).

Рисунок 1. Синусоидальные клетки печени в динамике 
токсического повреждения и на фоне его коррекции
Примечание. * – различия с интактными животными 
достоверны при p < 0,05; # – различия с группой CCl4 3, 7 и 14 
сутки достоверны при p < 0,05.
Figure 1. Sinusoidal liver cells in the dynamics of toxic damage 
and during of its correction
Note. *, differences with intact animals are significant at p < 0.05; #, 
differences with CCl4 group 3, 7 and 14 days are significant at p < 0.05.

Результаты
В связи с тем, что в ходе морфометрическо-

го анализа и ИФА различий между интактной 
и контрольными группами животных не было 
установлено, в дальнейшем представлены резуль-
таты только интактной группы.

В соответствии с морфометрическими дан-
ными на 3 сутки после введения токсиканта от-
мечается достоверное увеличение количества 
СК с 9,69±0,48 кл × 10/мм2 (интактная группа) 
до 13,0±0,28 кл × 10/мм2 (рис. 1). 

На 7 и 14 сутки после воздействия CCl4 наблю-
дается снижение числа СК не только относитель-
но интактной группы, но и относительно группы 
CCl4, 3 сутки до значения 5,8±0,37 кл × 10/мм2 
и 5,3±1,25 кл × 10/мм2 соответственно (рис. 1).

Модуляция активности макрофагов АФГ при-
водит к увеличению количества СК в печени на 3 
сутки токсического воздействия, а на 7 и 14 сутки 
после терапии данный показатель снижается от-
носительно 3 суток, но остается выше, чем в груп-
пах без лечения. Следовательно, есть основания 
полагать, что направленное воздействие на си-
нусоидальные клетки посредством АФГ способ-
но изменить продукцию регуляторных факторов 
и компенсировать недостаточную скорость вос-
становительных процессов после токсического 
повреждения.

Изменение количества синусоидальных кле-
ток печени при токсическом повреждении от-
ражается на продукции цитокинов. Так, при 
экспериментальном диффузном токсическом 
повреждении печени на 3 сутки отмечается рез-
кое увеличение плазменной концентрации TNFα 
до 922,16±192,20 пг/мл по сравнению с пока-
зателем интактной группы (16,14±3,09 пг/мл) 
(табл. 1). 

Повышение уровня TNFα в плазме крови кор-
релирует с увеличением числа синусоидальных 
клеток печени на 3 сутки после введения CCl4. 
На 7 сутки токсического воздействия уровень 
TNFα снижается как относительно показателей 
интактной группы, так и относительно группы 
CCl4 3 сутки. На 14 суткам после введения токси-
канта количество TNFα увеличивается по срав-
нению с интактной группой и существенно сни-
жается по сравнению с показателями группы 
CCl4 3 сутки (табл. 1). Применение АФГ при ток-
сическом повреждении печени приводит к плав-
ному снижению концентрации TNFα и достигает 
минимального значения на 14 сутки (табл. 1).

При оценке концентрации IL-6 в плазме кро-
ви после воздействия токсиканта во все сроки 
эксперимента достоверных различий с показате-
лями интактной группы не установлено (табл. 1). 
Введение АФГ на 3 сутки не приводит к измене-
нию уровня IL-6 в плазме крови, однако в более 
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поздние сроки исследования отмечается увеличе-
ние плазменной концентрации IL-6 относитель-
но показателей групп CCl4 7 и 14 сутки (табл. 1). 

Воздействие CCl4 не оказывает влияния 
на концентрацию IL-18 в плазме крови. На фоне 
введения АФГ на 3 и 14 сутки концентрация IL- 18 
заметно снижается до значений 4,25±0,33 пг/мл 
и 3,68±0,71 пг/мл соответственно (табл. 1). 

Токсическое действие CCl4 вызывает резкое 
снижение концентрации противовоспалительно-
го цитокина IL-10 в плазме крови на 7 и 14 сут-
ки по сравнению с интактной группой и группой 
CCl4 3 сутки. На фоне применения АФГ на 7 сут-
ки отмечается характерное для токсического по-
вреждения снижение уровня IL-10 (табл. 1).

В ходе исследования уровня цитокинов в го-
могенатах печени у крыс после внутрибрюшин-
ного введения CCl4, в зависимости от продол-
жительности действия токсиканта, обнаружено 
увеличение концентрации провоспалительных 
цитокинов IL-1α, IL-6 и TNFα, противовоспали-
тельного медиатора IL-10 и снижение содержа-
ния TGF-β (табл. 2).

Модуляция активности макрофагов приво-
дит к увеличению концентрации IL-1α, TGF-β 
и способствует снижению продукции провоспа-
лительных цитокинов IL-6, IFNγ на локальном 
уровне. При этом применение АФГ не оказывает 
существенного влияния на локальную концен-
трацию IL-18, TNFα и IL-10.

Обсуждение
В работах, опубликованных нами ранее, пока-

зано, что CCl4 вызывает повреждение не только 
органа-мишени (печени), но и других органов, 
что приводит к развитию системного воспали-
тельного ответа, который выражается в актива-
ции макрофагального звена иммунной системы 
и выработке цитокинов [3, 4].

Изменения функционального состояния им-
мунокомпетентных клеток, к числу которых 
относятся синусоидальные клетки, оказывают 
существенное влияние на развитие патологиче-
ских процессов в печени [16, 17]. Результаты про-
веденного нами исследования подтверждают тот 
факт, что в ранние сроки токсического воздей-

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ
TABLE 1. THE CONCENTRATION OF CYTOKINES IN THE BLOOD PLASMA OF EXPERIMENTAL ANIMALS

Группа / 
Показатель

Group /
Parameter

TNFα, пг/мл
pg/ml

IL-6, пг/мл
pg/ml

IL-18, пг/мл
pg/ml

IL-10, пг/мл
pg/ml

Интактная
Intact (a) 16,14±3,09 39,06±7,69 5,97±1,72 3542,03±1477,07

CCl4, 3 сутки
CCl4, 3 day (b) 922,16±192,20a 53,35±18,28 6,72±0,31 4757,90±1215,78

CCl4, 7 сутки
CCl4, 7 day (с) 3,60±1,13a, b, e 48,92±8,98 8,25±0,71e 77,51±11,86a, b, e

CCl4, 14 сутки
CCl4, 14 day (d) 33,52±5,93a, b, c, e 43,26±3,63f 6,48±0,51e 134,15±42,49a, b, e, f

CCl4 + АФГ, 
3 сутки
CCl4 + APH, 
3 day (e)

240,50±25,89a, b 36,34±2,04 4,25±0,33b 2194,02±356,87

CCl4 + АФГ, 
7 сутки
CCl4 + APH, 
7 day (f)

32,03±11,40b, e 126,46±6,88a, b, c, e 8,95±2,06 812,43±109,98a, b, c, e

CCl4 + АФГ, 
14 сутки
CCl4 + APH, 
14 day

1,44±0,33a, b, d, e, f 272,82±5,71a, b, c, d, e, f 3,68±0,71b, c, d 123,30±39,20a, b, e, f

Примечание. a, b, c, d, e, f – статистически значимые различия (p < 0,05) с группой (a), (b), (c), (d), (e), (f) соответственно.

Note. a, b, c, d, e, f are statistically significant differences (p < 0.05) with group (a), (b), (c), (d), (e), (f) respectively.
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ствия в ткани печени возрастает количество си-
нусоидальных клеток, в том числе за счет притока 
моноцитов крови или за счет зрелых макрофагов 
перитонеальной полости, поступающих через 
мезотелий непосредственно к месту поврежде-
ния [14].

Синусоидальные клетки печени способны 
продуцировать такие провоспалительные ци-
токины, как IL-1, IL-6 и TNFα. Доказано, что 
данные медиаторы отвечают за стимуляцию си-
стемного ответа в острой фазе воспаления [5, 7]. 
В нормальных физиологических условиях в пе-
чени цитокины продуцируются в минимальных 
концентрациях. Однако различные патофизи-
ологические стимулы, такие как накопление 
в клетках печени липидов, свободных радикалов, 
а также поступление в печень токсинов, способ-
ствуют увеличению содержания провоспалитель-
ных молекул [5, 6].

В данном исследовании показано, что в ответ 
на диффузное токсическое повреждение пече-
ни на системном уровне наблюдается усиленная 
выработка провоспалительного цитокина TNFα 
и подавление продукции IL-10, при этом кон-
центрация провоспалительных цитокинов IL-6 
и IL- 18 остается неизменной. 

При действии токсиканта на локальном уров-
не отмечается увеличение концентрации IL- 1α, 
IL-18, TNFα, IL-10 и снижение IL-6, IFNγ, 
TGF-β. Повышенная продукция IL-1α и IL-18 
в гомогенатах печени, по-видимому, запускает 
локальное воспаление, повышая уровни таких 
цитокинов, как TNFα, IL-6. Повышение кон-
центрации противовоспалительного цитокина 
IL-10 подтверждает ключевую роль данного ме-
диатора в регуляции иммунного ответа и способ-
ность подавлять секрецию провоспалительных 
цитокинов TNFα и IL-6 [2].

ТАБЛИЦА 2. УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ В ГОМОГЕНАТАХ ПЕЧЕНИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ

TABLE 2. THE LEVEL OF CYTOKINES IN THE LIVER HOMOGENATES OF EXPERIMENTAL ANIMALS

Группа / 
Показатель

Group /
Parameter

IL-1α, пг/мл
pg/ml

IL-6, пг/мл
pg/ml

IL-18,  
пг/мл
pg/ml

ТNFα,  
пг/мл
pg/ml

IFNγ, пг/мл
pg/ml

IL-10,  
пг/мл 
pg/ml

TGF-β,  
пг/мл  
pg/ml

Интактная
Intact (a)

941,50±
98,16

30,52±
3,58

543,27±
18,22

694,19±
188,79

931,25±
86,34

182,86±
44,61

817,18±
220,79

CCl4, 3 сутки
CCl4, 3 day (b)

1146,97±
213,15

44,90±
3,23a

593,74±
28,51

1090,42±
72,36

1199,88±
81,09

419,43±
131,03

223,62±
20,16a

CCl4, 7 сутки
CCl4, 7 day (c)

1272,63±
39,25a

36,50±
13,93

779,36±
58,85a, e

1154,13±
138,92

857,89±
48,17b

509,71±
83,05a, e

239,11±
26,62a

CCl4, 14 сутки
CCl4, 14 day (d)

1409,63±
110,91a, e

12,22±
1,22a, b, e, f

601,48±
19,58

1283,17±
97,96a

674,66±
62,75b

460,57±
95,70a, e

623,39±
137,51b, c

CCl4 + АФГ, 
3 сутки
CCl4 + APH, 
3 day (e)

944,30±
100,91

29,51±
1,90b

522,08±
24,10

1193,46±
158,77

831,88±
80,12b

90,84±
0,01a

558,14±
203,50b

CCl4 + АФГ, 
7 сутки
CCl4 + APH, 
7 day (f)

1622,83±
120,66a, c, e

77,80±
2,93a, b, e

735,53±
41,54a, e

1484,70±
260,47

675,05±
17,55a, b, c

274,57±
34,14e

401,92±
35,02b, c

CCl4 + АФГ, 
14 сутки
CCl4 + APH, 
14 day

1401,63±
110,02a, e

8,03±
0,77a, b, c, e, f

575,86±
44,22c, f

1157,38±
70,73

666,12±
34,53a, b, c

428,29±
18,56a, e

1167,19±
437,77b, c

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.
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Воздействие на синусоидальные клетки АФГ 
способствует увеличению уровня IL-10, IL-6 
и снижению IL-18, TNFα в плазме крови, а на ло-
кальном уровне приводит к росту концентрации 
IL- 1α, TGF-β и снижению уровня IL-6, IFNγ.

Таким образом, уточнение механизмов биоло-
гических эффектов аминофталгидразида на си-
нусоидальные клетки и продукцию цитокинов, 

а также поиск эффективных стимуляторов реге-
нерации печени среди других модуляторов функ-
ции макрофагов является перспективным на-
правлением исследования.
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КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНЫЕ АСПЕКТЫ ВЫЯВЛЕНИЯ 
СПЕЦИФИЧЕСКИХ IgE-АНТИТЕЛ К КОРОВЬЕМУ МОЛОКУ 
И ЕГО КОМПОНЕНТАМ
Ковязина Н.А.1, Алхутова Н.А.1, Жижина О.Л.2
1 ФГБУ «Всероссийский центр экстренной и радиационной медицины имени А.М. Никифорова» МЧС России, 
Санкт-Петербург, Россия 
2 СПбГБУЗ «Елизаветинская больница», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Пищевая аллергия к коровьему молоку и его компонентам широко распространена среди 
детей раннего, дошкольного и младшего школьного возраста и может служить фактором, существен-
но влияющим на состояние здоровья ребенка при его взрослении. Клинические симптомы аллергии 
к молоку непатогномоничны и могут носить как выраженный, так и стертый характер, что становит-
ся причиной гиподиагностики. Кроме того, разнообразие антигенов в составе молока обуславливает 
особенности течения аллергии к его компонентам и вносит дополнительные трудности в диагностику 
и лечение данной патологии. В то же время сенсибилизация к белкам коровьего молока зачастую яв-
ляется провокатором «атопического марша» и бронхиальной астмы, может быть причиной задержки 
роста и других патологических состояний. В настоящее время не существует четких критериев риска 
формирования аллергии к молоку и, следовательно, успех ее профилактики и лечения во многом за-
висит от компетенции врача-аллерголога и информативности применяемых диагностических мето-
дов. Однако на сегодняшний день отсутствуют общепринятые лабораторные алгоритмы диагностики 
и контроля эффективности лечения аллергии к коровьему молоку и его компонентам.

Авторами статьи проведено лабораторное обследование 187 детей в возрасте от 3 месяцев до 10 лет 
и выявлено, что иммунохемилюминесцентный метод исследования уровня специфических IgE к ко-
ровьему молоку на анализаторе «ИММУЛАЙТ 2000/XPi» информативен при разных подходах к про-
гнозированию и оценке эффективности лечения пищевой аллергии: как ориентированном на кри-
тическое диагностическое значение 3МЕ/л, так и учитывающем степень снижения уровня антител. 
Авторы статьи считают целесообразным при пациенториентированной интерпретации результатов 
определения специфических IgE учитывать расширенную неопределенность, если клиническое ре-
шение принимается на основании критического значения, и предел промежуточной воспроизводи-
мости, если оценивается динамика. Частота обнаружения специфических антител к коровьему моло-
ку среди обследованных мальчиков была выше, чем у девочек, однако умеренный/высокий уровень 
реактивности выявляется у мальчиков реже. Кроме того, выявлены случаи, когда уровень специфи-
ческих IgE к бета-лактоальбумину был выше, чем к цельному к коровьему молоку, что необходимо 
учитывать при проведении скринингового исследования. 

На основании анализа данных литературы и результатов собственного исследования авторы счи-
тают необходимым проведение развернутого исследования специфических IgE к коровьему молоку 
и его компонентам в сыворотке крови детей раннего, дошкольного и младшего школьного возраста.

Ключевые слова: пищевая аллергия, компоненты молока, специфические IgE, интенсивность аллергической реакции, 
педиатрия
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CLINICAL AND LABORATORY ASPECTS OF DETECTING 
SPECIFIC IgE ANTIBODIES TO COW’S MILK AND ITS 
COMPONENTS
Kovyazina N.A.a, Alkhutova N.A.a, Zhizhina O.L.b
a А. Nikiforov Russian Center of Emergency and Radiation Medicine, St. Petersburg, Russian Federation 
b St. Elisabeth Municipal Hospital, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Food allergy against cow milk and its components is highly prevalent among infants and children 
of pre-school and young school age being a sufficient factor influencing health condition of children during 
the maturation period. Clinical signs of the milk allergy are non-specific, and they may be pronounced or 
expressed in mild form, thus enabling hypodiagnistics of this disorder. Moreover, a variety of milk antigens 
determines different clinical course of this allergic condition and brings additional difficulties to its diagnostics 
and treatment. Meanwhile, a sensibilization for the cow milk proteins may sometimes trigger a generalized 
atopy and bronchial asthma, being a factor delayed growth and other health disorders. At the present time, 
there are no distinct risk criteria for milk allergy. Therefore, its successful prophylaxis and treatment largely 
depends on the competence of clinical allergologist and informativity of the diagnostic techniques used. So 
far, however, we have no generally approved laboratory algorithms for diagnostics and monitoring of treatment 
efficiency in the cow milk allergy and its compomemts. 

We have performed a laboratory study of 187 children at the age of 3 months to 10 years. An 
immunochemoluminescent assay of specific IgE antibody levels to the cow milk using IMMULITE 2000/XPi 
analyzer has revealed its good informative value at different approaches to prediction and evaluation of food 
allergy treatment, both oriented for a critical cutoff value of 3 МU/L, and by monitoring a decrease in antibody 
levels. The authors consider rational an extended indefinity principle during the patient-oriented interpretation 
of IgE assay results if clinical decision is based on critical value of the index. In cases of clinical monitoring, the 
limit of interim reproducibility should be taken into account. The prevalence of specific cow milk antibodies 
among the boys was higher than among girls, however, with lesser frequency of moderate/high reactivity among 
the males. Moreover. the cases were detected with higher levels of anti-beta-lactalbumin IgG than those against 
whole milk. This finding should be considered during the screening studies. 

On the basis of literature analysis and own results, the authors propose an extensive study of specific IgE 
antibodies against cow milk and its components in blood serum of infants and children form the pre-school and 
junior school age groups. 

Keywords: food allergies, cow’s milk components, specific IgE, intensity of allergic reaction, pediatrics

Введение
Не вызывает сомнений, что проблема своев-

ременной и специфичной диагностики аллергии 
к белкам коровьего молока в настоящее время 
крайне актуальна. Распространенность этого за-
болевания у детей первого года жизни в разных 
странах составляет от 1,9 до 7,5%, причем у де-
тей-атопиков – до 90% [4]. Среди детей с IgE-
опосредованной пищевой аллергией на молоко 
около 15% остаются чувствительными к нему 
почти до 2 лет, а 35% приобретают аллергию 
к другим пищевым продуктам [3].

Клинические симптомы аллергической реак-
ции при употреблении коровьего молока наблю-
даются у 1-17,5% детей в возрасте до 7 лет [2, 8, 
10, 20]. Аллергия к белкам коровьего молока за-
трагивает различные органы и системы, однако 
ее проявления отмечаются в основном со сторо-
ны органов желудочно-кишечного тракта и кожи 
(50-60%), а также дыхательных путей (20-30%) 
[2, 4, 25]. Клинические симптомы аллергии к мо-

локу чаще всего возникают в возрасте от 1 нед. 
до 6 мес., однако они непатогномоничны и схо-
жи, в частности, с симптомами непереносимости 
лактозы и других заболеваний ЖКТ [2, 4]. Кроме 
того, симптомы могут носить как выраженный, 
так и стертый характер, что становится причиной 
гиподиагностики. В то же время сенсибилизация 
к белкам коровьего молока зачастую является 
провокатором «атопического марша» и таких за-
болеваний, как атопические ринит и дерматит, 
бронхиальная астма, может быть причиной за-
держки роста и других патологических состоя-
ний [8, 19, 27]. 

Известно, что в молоке содержится в сред-
нем около 3,2% белков [7], среди которых вы-
деляют три группы, представленные казеином 
и его фрагментами (до 80%), белками молочной 
сыворотки (до 20%), а также в небольшом ко-
личестве белками оболочек жировых шариков. 
Молочная сыворотка, в свою очередь, содержит 
альфа-лактоальбумин и бета-лактоглобулин, 
продуцируемые молочной железой, а также бел-
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ки, которые поступают в молоко из кровотока: 
коровий сывороточный альбумин, лактоферрин, 
иммуноглобулины и протеозопептоны [8, 16, 26]. 
Перечисленные компоненты молока отличают-
ся не только первичной структурой и функцио-
нальными свойствами, но также и способностью 
вызывать IgE-ответ. Считается, что наиболее 
выраженными антигенными свойствами об-
ладает бета-лактоглобулин молочной сыворот-
ки [4]. Разнообразие антигенов в составе молока 
не только обуславливает особенности течения 
аллергии к его компонентам, но и вносит допол-
нительные трудности в диагностику и лечение 
данной патологии.

Между тем общепринятого способа лечения 
и профилактики пищевой аллергии не суще-
ствует, а мнения специалистов неоднозначны. 
Так, для этих целей широко применяется эли-
минационная диета, однако ее эффективность 
не доказана [2, 6, 12]. Более того, опубликованы 
результаты исследований, согласно которым та-
кой подход к профилактике и лечению аллергии 
может способствовать росту количества аллерги-
ческих заболеваний, вызванных как пищевыми, 
так и ингаляционными аллергенами [6, 24, 27]. 
Тем не менее некоторые авторы отмечают ассо-
циацию между повышенным риском развития 
аллергии к белкам коровьего молока и вскармли-
ванием детей в течение первых дней жизни стан-
дартной смесью на основе коровьего молока [6, 
13]. Поэтому, в соответствии с рекомендациями 
согласительного комитета по пищевой аллергии 
и анафилаксии «Первичная профилактика пи-
щевой аллергии, 2014» (EAACI Food Allergy and 
Anaphylaxis Guidelines. Primary Prevention of Food 
Allergy, 2014) [6, 9], если грудного вскармливания 
недостаточно или оно невозможно, то дети с вы-
соким риском развития аллергических болезней 
должны получать гипоаллергенную смесь с до-
казанным защитным эффектом в течение первых 
4 месяцев жизни, в то время как другим детям 
можно давать стандартную смесь [6]. Надо отме-
тить, что исключительно грудное вскармливание 
также не исключает риска возможного развития 
аллергии к белкам коровьего молока на этапе 
введении прикорма [6, 22]. Напротив, в ряде ис-
следований сообщается, что раннее введение ко-
ровьего молока в диету новорожденного ассоци-
ируется со снижением риска развития аллергии 
на этот продукт. Однако большинство исследова-
телей пришли к выводу, что как задержка, так и 
раннее введение прикорма могут увеличить риск 
формирования пищевой аллергии [6, 11, 18]. Та-
ким образом, четких критериев риска формиро-
вания аллергии к молоку нет и, следовательно, 
успех ее профилактики и лечения во многом за-
висит от компетенции врача-аллерголога и ин-
формативности применяемых диагностических 
методов. Но соответствующие стандарты лабо-

раторной диагностики и требования к характе-
ристикам аналитических методов в настоящий 
момент отсутствуют.

По данным разных авторов, IgE-опосре до-
ванная аллергия к белкам коровьего молока про-
ходит с возрастом в 30-79% случаев, причем опре-
деление уровня специфических IgE в динамике 
может служить индикатором этого процесса [1, 2, 
9, 10]. Сохраняющийся высокий уровень специ-
фических IgE может свидетельствовать о высо-
ком риске развития бронхиальной астмы, ри-
ноконъюнктивита и атопического дерматита [9, 
12]. Некоторые авторы рассматривают в качестве 
возможного индикатора персистирующего тече-
ния аллергии уровень специфических IgЕ у детей 
на первом году жизни, в период клинической ма-
нифестации [1, 2, 21]. Подтверждением данного 
положения являются результаты проспективного 
исследования, согласно которому у 68% детей, 
аллергические проявления у которых сохраня-
лись до 3 и более лет, уровень специфического IgЕ 
к коровьему молоку в возрасте до 1 года состав-
лял более 3 кЕдА/л, в то время как у 70% детей, 
имевших на первом году жизни уровень специфи-
ческого IgЕ менее 3 кЕдА/л, к трем годам сфор-
мировалась толерантность [8, 23]. Также опубли-
кованы результаты исследования, проведенного 
Е.Е. Варламовым и соавт. в 2008 г., подтвержда-
ющие, что вероятность формирования пище-
вой толерантности зависит от исходного уровня 
специфических IgE к пищевым аллергенам, а не 
от скорости его снижения. Авторы предполагают, 
что повторное аллергообследование через год це-
лесообразно выполнять только детям с уровнем 
специфических IgE менее 3 кЕ/л, остальным же – 
в более поздние сроки [1]. 

Таким образом, не вызывает сомнений, что 
пищевая аллергия к коровьему молоку и его ком-
понентам может служить фактором, существен-
но влияющим на состояние здоровья ребенка 
при его взрослении. В течение последнего деся-
тилетия был выполнен целый ряд научно-прак-
тических работ, посвященных изучению данной 
патологии с точки зрения клинической лабора-
торной диагностики. Однако на сегодняшний 
день отсутствуют общепринятые лабораторные 
алгоритмы диагностики и контроля эффективно-
сти лечения аллергии к коровьему молоку и его 
компонентам.

Цель исследования – повысить информатив-
ность результатов выявления специфических IgE 
к коровьему молоку у детей раннего, дошкольно-
го и младшего школьного возраста

Материалы и методы
Оценены результаты лабораторного обследо-

вания 187 детей в возрасте от 3 месяцев до 10 лет. 
Исследования выполнялись с 2012 г. по 2017 г. 
в соответствии с назначениями врача-аллерголо-
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га с целью диагностики пищевой аллергии. Опре-
деление уровней специфических IgE к коровьему 
молоку и бета-лактоглобулину проводили в сы-
воротке крови иммунохемилюминесцентным 
методом на анализаторе «ИММУЛАЙТ 2000» 
(DPC, США) с использованием системы реаген-
тов: “3gAllergyTM Specific IgE Universal Kit”, «на-
бор реагентов для определения чувствительности 
к аллергену коровьего молока/milk (fresh cow’s 
milk), f2», «набор реагентов для определения чув-
ствительности к аллергену бета-лактоглобулина/
beta-lactoglobulin (putified from bovine milk), f77». 
Внутрилабораторный контроль качества иссле-
дований проводился с использованием двух-
уровневого контроля “3gAllergyTM Specific IgE 
Universal Kit Controls”. Рабочий диапазон систе-
мы реагентов “3gAllergyTM Specific IgE Universal 
Kit” – 0,1-100,0 МЕ/мл (WHO 2nd IRP 75/502). 
Максимальный коэффициент межсерийной ва-
риации (прецизионности) составил 12%; оценка 
правильности не проводилась, поскольку дан-
ный тест не представлен в международных и Фе-
деральной системах внешней оценки качества. 
Результаты исследования специфических анти-
тел оценивали по следующей стандартной клас-
сификации, указанной в инструкции к набору 
реагентов (табл. 1).

Статистический анализ проводили с ис-
пользованием Statistica 10.0. Использовали 
U-критерий Манна–Уитни. Данные в таблицах 

ТАБЛИЦА 1. КЛАССИФИКАЦИЯ РЕАКТИВНОСТИ 
ПО РЕЗУЛЬТАТАМ ИССЛЕДОВАНИЯ УРОВНЯ 
СПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ
TABLE 1. CLASSIFICATION OF REACTIVITY ACCORDING TO 
THE RESULTS OF THE STUDY OF THE LEVEL OF SPECIFIC 
ANTIBODIES

Результат исследования 
специфических антител, 

МЕ/мл 
Result of the study 

of specific antibodies, IU/ml

Уровень 
реактивности 
Reactivity level

< 0,10
Отсутствует 

или неопределяемый 
Missing or undetectable

0,10-0,34 Очень низкий
Very low

0,35-0,69 Низкий
Low

0,70-3,49 Умеренный
Moderate

3,50-17,49 Высокий
High

17,50-52,49
Очень высокий

Very high52,50-99,99
≥ 100

представлены в виде М±SD (М – средняя ариф-
метическая, SD – среднеквадратичное откло-
нение). Критический уровень значимости при 
проверке статистических гипотез принимался 
равным 0,05.

Результаты и обсуждение
Определение концентрации специфических 

антител к коровьему молоку было выполнено 
в сыворотке крови 187 детей (81 девочка и 106 
мальчиков). IgE-реактивность была выявлена 
у 52 детей (27%), в том числе у 18 девочек и 34 
мальчиков. Таким образом, частота обнаружения 
специфических антител к коровьему молоку сре-
ди обследованных мальчиков (32%) была выше, 
чем у девочек (20%), что подтверждает существу-
ющее мнение, что мужской пол является факто-
ром повышенного риска развития пищевой ал-
лергии [6, 15]. 

Мы провели оценку частоты выявления вы-
соких и низких концентраций специфических 
антител в сыворотке крови обследованных детей 
(табл. 2). 

Обращает на себя внимание, что у 73% маль-
чиков уровень реактивности выявленных анти-
тел был низким или очень низким, в то время 
как аналогичные значения специфических IgE 
были обнаружены только у половины девочек. 
При этом почти у четверти обследованных дево-
чек был выявлен умеренный/высокий уровень 
реактивности в отличие от мальчиков, среди ко-
торых умеренные/высокие уровни данного по-
казателя обнаружены только у 14%. Таким об-
разом, несмотря на то, что частота обнаружения 
специ фических антител к коровьему молоку 
среди обследованных мальчиков была выше, чем 
у девочек, умеренный/высокий уровень реактив-
ности выявлялся у мальчиков реже. Следователь-
но, принимая во внимание изложенную выше 
прогностическую значимость исходного уровня 
специфических IgE, можно предположить, что 
вероятность формирования пищевой толерант-
ности у мальчиков выше, чем у девочек. 

Согласно результатам исследования, прове-
денного Е.Е. Варламовым и соавт., среди детей 
с развившейся пищевой толерантностью и уров-
нем специфических IgE не выше 2-го класса до-
стоверно чаще встречались дети старше 3 лет [1]. 
В нашем исследовании мы также выявили раз-
личия в возрасте детей с низким/очень низким 
и умеренным/высоким/очень высоким уровнем 
реактивности к аллергену коровьего молока, что 
согласуется с общепринятыми представлени-
ями о формировании пищевой толерантности 
по мере взросления ребенка. 

Как указано выше, в настоящее время обсуж-
дается прогностическая значимость исходно-
го уровня специфических антител к коровьему 
молоку, и, в частности, предложено использо-
вать для этих целей диагностическое значение 
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3МЕ/ мл. Для этого значения нами была рассчи-
тана расширенная неопределенность результата, 
которая составила ±0,72 МЕ/мл (коэффициент 
межсерийной вариации с коэффициентом охва-
та 2 без учета правильности) [5]. Таким образом, 
можно утверждать, что все значения, прибли-
женные к диагностическому значению 3МЕ/мл, 
с вероятностью 95% не попадали в интервал 0,1-
0,69 МЕ/ мл, расцениваемый как «очень низкий/
низкий уровень реактивности» в таблице 3. Кро-
ме того, если врач-аллерголог использует диа-
гностическое значение 3МЕ/мл в качестве кри-
терия оценки выраженности пищевой аллергии, 
то пациенториентированную интерпретацию 
результатов определения специфических IgE це-
лесообразно проводить с учетом расширенной 
неопределенности, которая в условиях нашей ла-
боратории формирует диапазон 3,00±0,72МЕ/ мл. 

В этой связи в качестве лабораторных случа-
ев приводим результаты исследования уровня 
специ фических антител к коровьему молоку у тех 
обследованных детей, кому они были выполнены 
в динамике (табл. 3).

Обращает на себя внимание тот факт, что в ла-
бораторном случае № 4 исходно высокий уровень 
реактивности через год остался по-прежнему 

высоким, не опускаясь ниже диагностического 
диапазона 3,00±0,72МЕ/мл, а в лабораторном 
случае № 2 низкий уровень реактивности при 
исследовании через год после первичного обра-
щения не изменился в течение и последующего 
года наблюдения, что не противоречит рекомен-
дации проводить повторное исследование уров-
ня специфических антител при исходном уров-
не до 3 МЕ/мл – через год, а при уровне выше 
3 МЕ/ мл – в более поздние сроки. Тем не менее 
указанная рекомендация не умоляет клини-
ческую значимость оценки динамики уровня 
специ фических антител как критерия эффектив-
ности проводимой терапии. В этой связи пред-
ставляется важным, что во всех четырех случаях 
выявленное снижение концентрации специфи-
ческих антител было достоверным, поскольку 
результат повторного (через год) определения 
выходил за пределы промежуточной воспроизво-
димости для анализируемого диапазона, рассчи-
танного нами как 2,77SD. 

Таким образом, приведенные данные и лабо-
раторные примеры демонстрируют, что прецизи-
онность использованного нами метода определе-
ния концентрации специфических IgE позволяет 
применять его при разных подходах к прогнози-

ТАБЛИЦА 2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ДЕТЕЙ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ВЫЯВЛЕННОГО УРОВНЯ РЕАКТИВНОСТИ
TABLE 2. DISTRIBUTION OF CHILDREN DEPENDING ON THE LEVEL OF REACTIVITY

Девочки
Girls

Мальчики
Boys

Уровень реактивности
Reactivity level

Очень низкий/
низкий

Very low/low

Умеренный/
высокий/

очень высокий
Moderate/high/very high

Очень низкий/
низкий

Very low/low

Умеренный/
высокий/

очень высокий
Moderate/high/very high

Количество
Amount 9 9 25 9

Возраст
Age 4,4±1,5 1,8±1,1 3,9±2,1 1,3±1,2

ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ УРОВНЯ СПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ К КОРОВЬЕМУ МОЛОКУ, 
ПОЛУЧЕННЫЕ В ДИНАМИКЕ

TABLE 3. RESULTS OF THE STUDY OF THE LEVEL OF SPECIFIC ANTIBODIES TO COW’S MILK, OBTAINED IN THE DYNAMICS

Случаи
Cases

Возраст пациента 
при первичном 
исследовании

The patient’s age at the 
initial examination

Концентрация специфических IgE, МЕ/мл (уровень реактивности)
Concentration of specific IgE, IU/ml (level of reactivity)

Исходный уровень
Baseline

В динамике через 
год

In a year

В динамике 
через два года

In dynamics in two years

1 9 мес.
9 months

1,22 (умеренный) 
1.22 (moderate)

0,58 (низкий) 
0.58 (low) –

2 1 год 11 мес.
1 year 11 months

1,37 (умеренный)
1.37 (moderate)

0,59 (низкий) 
0.59 (low)

0,57 (низкий) 
0.57 (low)

3 1 год 2 мес.
1 year 2 months

1,62 (умеренный) 
1.62 (moderate)

0,34 (низкий) 
0.34 (low) –

4 9 мес.
9 months

7,49 (высокий) 
7.49 (high)

4,89 (высокий) 
4.89 (high) –
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ТАБЛИЦА 4. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ УРОВНЯ СПЕЦИФИЧЕСКИХ IgE К КОРОВЬЕМУ МОЛОКУ И БЕТА-
ЛАКТОАЛЬБУМИНУ

TABLE 4. RESULTS OF THE STUDY OF THE LEVEL OF SPECIFIC IgE TO FRESH COW’S MILK AND BETA-LACTOGLOBULINUM

Пол
Sex

Случай 
№

Case 
No.

Возраст
Age

Коровье молоко
Fresh cow’s milk

Бета-лактоглобулин
Beta-lactoglobulinum

Уровень спец. 
IgE, МЕ/мл

Level of special 
IgE, IU/ml

Уровень 
реактивности
Reactivity level

Уровень спец. 
IgE, МЕ/мл

Level of special 
IgE, IU/ml

Уровень 
реактивности
Reactivity level

Мальчики
Boys

1 9 мес.
9 months 1,22

умеренный/
высокий
moderate/

high

2,02

умеренный/
высокий
moderate/

high

2
3 года 6 мес.

3 years 
6 months

0,21 низкий
low 0,55

умеренный/
высокий
moderate/

high

3
2 года 6 мес.

2 years 
6 months

0,25 низкий
low 0,32 низкий

low

4
3 года 1 мес.

3 years 
1 months

0,26 низкий
low 0,76

умеренный/
высокий
moderate/

high

5 1 год
1 year 0,11 низкий

low 0,53

умеренный/
высокий
moderate/

high

6
1 год 8 мес.

1 years 
8 months

0,12 низкий
low 0,85

умеренный/
высокий
moderate/

high

Девочки
Girls

1 9 мес.
9 months 1,22

умеренный/
высокий
moderate/

high

2,02

умеренный/
высокий
moderate/

high

2
1 год 6 мес.

1 years 
6 months

41,80 очень высокий
very high 1,09

умеренный/
высокий
moderate/

high

3 7 мес.
7 months 16,10 очень высокий

very high 17,20 очень высокий
very high

4 5 мес.
5 months 5,15 очень высокий

very high 24,30 очень высокий
very high

5 5 мес.
5 months 11,30 очень высокий

very high 35,10 очень высокий
very high

рованию течения пищевой аллергии: как ори-
ентированном на критическое диагностическое 
значение 3МЕ/л, так и учитывающем степень 
снижения уровня антител.

У 11 из 187 обследованных детей, помимо ис-
следования уровня специфических антител к ко-
ровьему молоку, были определены концентра-
ции специфических IgE к бета-лактоглобулину 
(табл. 4).

Обращает на себя внимание, что при обследо-
вании мальчиков в четырех из шести случаев уро-
вень реактивности к бета-лактоглобулину был 
выше, чем к цельному коровьему молоку. Таким 
образом, изолированное исследование антител 
к цельному коровьему молоку в этих случаях об-
ладает меньшей диагностической информатив-
ностью по сравнению с совместным выявлением 
антител к молоку и его компоненту. Данное на-
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блюдение подтверждает изложенные выше тео-
ретические представления о возможных отличи-
ях в силе IgE-ответа к различным компонентам 
молока [7, 8]. Учитывая современные представ-
ления о связи исходного уровня специфических 
IgE к коровьему молоку и вероятности форми-
рования пищевой толерантности, выявленный 
факт может быть клинически значимым и требу-
ет дальнейшего изучения.

Выводы
1. Иммунохемилюминесцентный метод иссле-

дования уровня специфических IgE к коровьему 
молоку на анализаторе «ИММУЛАЙТ 2000/XPi» 
информативен при разных подходах к прогнози-
рованию и оценке эффективности лечения пи-
щевой аллергии: как ориентированном на кри-

тическое диагностическое значение 3МЕ/л, так и 
учитывающем степень снижения уровня антител.

2. Пациенториентированную интерпретацию 
результатов определения специфических IgE це-
лесообразно проводить с учетом расширенной 
неопределенности, если клиническое решение 
принимается на основании критического значе-
ния, и предела промежуточной воспроизводимо-
сти, если оценивается динамика.

3. Уровень специфических IgE к бета-лак-
тоглобулину может быть выше, чем к цельному 
к коровьему молоку, что необходимо учитывать 
при проведении скринингового исследования. 

4. Целесообразно проведение развернутого 
исследования специфических IgE к коровьему 
молоку и его компонентам в сыворотке крови де-
тей раннего, дошкольного и младшего школьно-
го возраста.
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ЭКСПРЕССИЯ Toll-ПОДОБНЫХ РЕЦЕПТОРОВ TLR2, TLR3, 
TLR4 И ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ TNF И IL-6 
В БИОПТАТАХ ПАЦИЕНТОВ С НЕАЛКОГОЛЬНОЙ ЖИРОВОЙ 
БОЛЕЗНЬЮ ПЕЧЕНИ
Боголюбова А.В.1, Мишина Е.Е.2, Богомолов П.О.3, Мациевич М.В.4, 
Кокина К.Ю.3, Майоров А.Ю.2, Белоусов П.В.1
1 ФГБУН «Институт молекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта» Российской академии наук, Москва, 
Россия 
2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр эндокринологии» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия 
3 ГБУЗ МО «Московский областной научно-исследовательский клинический институт имени 
М.Ф. Владимирского», Москва, Россия 
4 ООО «Клиническая больница Центросоюза РФ», Москва, Россия

Резюме. Неалкогольная жировая болезнь печени (НАЖБП) представляет собой группу тесно ассо-
циированных с ожирением заболеваний, являющихся одними из наиболее распространенных и со-
циально значимых патологий печени в современном западном мире. Возникновение и прогрессия 
НАЖБП от простого стеатоза в неалкогольный стеатогепатит с последующим развитием фиброза яв-
ляются ведущими факторами в патогенезе значительной части случаев наиболее тяжелых патологий 
печени, таких как цирроз и печеночно-клеточный рак, а также внепеченочных метаболических ос-
ложнений НАЖБП, таких как инсулинорезистентность и сахарный диабет 2 типа. Воспалительный 
компонент является важнейшим фактором патогенеза НАЖБП, в частности в рамках прогрессии 
простого стеатоза в неалкогольный стеатогепатит (НАСГ). Вместе с тем роль важнейших медиаторов 
воспалительного ответа – рецепторов врожденного иммунитета, в частности Toll-подобных рецепто-
ров, в патогенезе НАЖБП изучена крайне фрагментарно. В представленной работе мы при помощи 
биоинформатического анализа находящихся в публичном доступе баз данных экспрессионных про-
филей выявили, что из всех Toll-подобных рецепторов в нормальной ткани печени человека на доста-
точно высоком уровне экспрессируются только Toll-подобные рецепторы TLR1, TLR2, TLR3 и TLR4, 
экспрессия мРНК трех из которых (TLR2, TLR3 и TLR4), а также важнейших медиаторов иммунного 
ответа провоспалительных цитокинов фактора некроза опухоли (TNF) и интерлейкина-6 (IL-6) была 
далее проанализирована нами при помощи ПЦР с обратной транскрипцией в биоптатах печени 20 
пациентов с НАЖБП (стеатоз, n = 10; неалкогольный стеатогепатит, n = 10), а также 4 пациентов с 
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клиническим подозрением на НАЖБП, у которых, однако, в биоптатах печени отсутствовали гисто-
логические признаки НАЖБП. Нами было обнаружено значительное увеличение экспрессии мРНК 
TLR2, TLR3 и TLR4 в биоптатах печени пациентов с НАСГ по сравнению с контрольной выборкой 
пациентов без гистологических признаков НАЖБП. Также была показана ассоциация уровня экс-
прессии мРНК данных рецепторов со степенью повреждения печени по данным гистологического 
анализа (уровень стеатоза и баллонной дистрофии гепатоцитов), а также с концентрацией в плазме 
крови пациентов мочевой кислоты, важнейшего эндогенного стимулятора врожденного иммуните-
та. Полученные нами данные указывают на возможную вовлеченность врожденного иммунитета, а 
именно Toll-подобных рецепторов, в патогенез НАЖБП.

Ключевые слова: Toll-подобные рецепторы, провоспалительные цитокины, неалкогольная жировая болезнь печени, 
неалкогольный стеатогепатит, стеатоз

EXPRESSION OF TLR2, TLR3, TLR4 AND PROINFLAMMATORY 
TNF AND IL-6 CYTOKINES IN LIVER BIOPSIES OF 
NONALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE PATIENTS
Bogolyubova A.V.a, Mishina E.E.b, Bogomolov P.O.c, Matsievich M.V.d, 
Kokina K.Yu.c, Mayorov A.Yu.b, Belousov P.V.a
a Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation  
b Endocrinology Research Centre, Moscow, Russian Federation  
c Moscow Regional M. Vladimirsky Research and Clinical Institute, Moscow, Russian Federation  
d LTD “Clinical Hospital of Russian Central Union”, Moscow, Russian Federation

Abstract. Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a group of conditions closely associated with 
obesity that are among the most common and socially significant liver diseases in the modern Western world. 
The emergence and progression of NAFLD from simple steatosis to non-alcoholic steatohepatitis with the 
subsequent development of fibrosis are the leading factors in the pathogenesis of a significant proportion of the 
most severe liver pathologies, such as cirrhosis and hepatocellular carcinoma, as well as extrahepatic metabolic 
complications of NAFLD, such as insulin resistance and type 2 diabetes mellitus. The inflammatory component 
is one of the most important factors in the pathogenesis of NAFLD, particularly in the context of the progression 
of simple steatosis to non-alcoholic steatohepatitis. At the same time, the role of the most important mediators 
of the inflammatory response, innate immunity receptors and the Toll-like receptors in particular, in the 
pathogenesis of NAFLD has been poorly studied. In the present work, we first used the bioinformatics analysis 
of the publicly available gene expression databases to demonstrate that only TLR1, TLR2, TLR3 and TLR4 
were significantly expressed in the healthy human liver. We then used the reverse transcription PCR to measure 
the mRNA expression levels of TLR2, TLR3, and TLR4, as well as those of the important pro-inflammatory 
mediators tumor necrosis factor (TNF) and interleukin-6 (IL-6), in the liver biopsy specimens obtained from 
20 patients with NAFLD (simple steatosis, n = 10; non-alcoholic steatohepatitis, n = 10), as well as from 4 
obese patients with clinical suspicion for NAFLD but no histological signs of NAFLD in their liver biopsies. 
We found a significant increase in the expression of TLR2, TLR3 and TLR4 mRNA in liver biopsy samples 
obtained from patients with non-alcoholic steatohepatitis as compared to those obtained from controls without 
histological signs of NAFLD. We were also able to demonstrate the association between the hepatic levels of 
TLR2, TLR3 and TLR4 mRNAs with the histological degree of liver damage as evidenced by the degree of 
steatosis and balloon dystrophy of hepatocytes, as well as with the plasma levels of uric acid, the important 
endogenous stimulator of innate immunity. Our data indicate the possible involvement of innate immunity, 
particularly the Toll-like receptors, in the pathogenesis of NAFLD.

Keywords: Toll-like receptors, proinflammatory cytokines, nonalcoholic fatty liver disease, nonalcoholic steatohepatitis, steatosis



947

Экспрессия TLR при НАЖБП
TLR expression in non-alcoholic fatty liver disease2019, Vol. 21,  5

2019, Т. 21, № 5

Результаты исследований экспрессии Toll-
подобных рецепторов получены за счет средств 
Российского научного фонда (грант 17-15-01475). 
Экспрессия провоспалительных цитокинов была 
изучена в рамках Программы фундаментальных 
исследований государственных академий наук 
на 2013-2020 годы (тема № 01201363822).

Введение
Неалкогольная жировая болезнь печени 

(НАЖБП) – это группа связанных с ожирени-
ем патологических состояний печени, характе-
ризующихся накоплением в паренхиме органа 
аномально количества липидов. Выделяют не-
сколько стадий НАЖБП от печеночного стеатоза 
до неалкогольного стеатогепатита (НАСГ), фи-
броза и цирроза печени (который может прогрес-
сировать в печеночно-клеточный рак) [1]. Ряд 
исследований показал, что воспаление, сопрово-
ждающее прогрессию НАЖБП, может быть свя-
зано с сигналингом Toll-подобных рецепторов 
(TLR) [3, 5, 6, 9, 10]. 

Toll-подобные рецепторы (TLR) – группа ре-
цепторов врожденного иммунитета, отвечающая 
за распознавание чужеродных организму бакте-
рий и вирусов. В моделях на животных было неод-
нократно показано, что НАЖБП сопровождается 
изменением в уровне бактериальных эндоток-
синов, которые, в свою очередь, влияют на экс-
прессию TLR и активацию их сигнальных путей, 
приводящих, в частности, к экспрессии провос-
палительных цитокинов, таких как TNF [7].

Изучение экспрессии TLR в образцах печени 
больных НАЖБП ранее проводилось на весьма 
ограниченных выборках. Целью данной рабо-
ты является изучение экспрессии TLR2, TLR3 
и TLR4, а также провоспалительных цитоки-
нов TNF и IL-6 в 20 образцах печени больных 
с НАЖБП и 4 контрольных образцах и анализ 
корреляции между экспрессией этих молекул 
и клинико-морфологическими параметрами 
НАЖБП.

Материалы и методы
Пациенты
Для исследования были взяты пациенты, 

проходившие обследование в Институте диабе-
та ФГБУ «НМИЦ эндокринологии» Минздрава 
России и в ГБУЗ МО МОНИКИ им. М.Ф. Влади-
мирского в 2017-2018 годах. Для всех пациентов 
было проведено полное клинико-лабораторное 
исследование: оценка липидного спектра (оцен-
ка уровней общего холестерина, триглицеридов, 
ЛПНП, ЛПВП), печеночной функции (АЛТ, АСТ, 
билирубин общий), почечной функции (креати-
нин, мочевина), электролитного статуса (каль-
ций общий), анализ на ферритин, общий белок, 

ТАБЛИЦА 1. ЭКСПРЕССИЯ Toll-ПОДОБНЫХ 
РЕЦЕПТОРОВ В ТКАНИ ПЕЧЕНИ, СОГЛАСНО ДАННЫМ 
ТРАНСКРИПТОМНОГО АНАЛИЗА
TABLE 1. EXPRESSION OF Toll-LIKE RECEPTORS IN LIVER 
TISSUE, ACCORDING TO TRANSCRIPTOME ANALYSIS

HPA GTEx FANTOM5

TLR1 4,5 0,4 8,2

TLR2 3,8 2,7 NA

TLR3 7,7 0,8 13,6

TLR4 9,6 1,5 28,6

TLR5 0,8 0,4 1,9

TLR6 1 0,2 0,4

TLR7 0,3 0 1,4

TLR8 1,1 0,1 7,2

TLR9 0 0,6 NA

TLR10 0,2 0 0,4

Примечание. HPA – Human protein atlas, GTEx – Genome-
based tissue expression.
Note. HPA, Human protein atlas; GTEx, Genome-based tissue 
expression.

щелочную фосфатазу, гамма-ГТ, мочевую кисло-
ту. Кроме того, всем пациентам проведена био-
импедансометрия, а также ультразвуковое иссле-
дование брюшной полости для оценки размеров 
и структурных изменений печени и эластография 
сдвиговой волны печени для оценки ее упругости 
и стадии фиброза по системе METAVIR.

Далее всем пациентам из исследуемой группы 
была выполнена биопсия печени под ультразву-
ковым контролем с дальнейшим морфологиче-
ским исследованием биоптата, при котором оце-
нивались структурные изменения ткани: индекс 
гистологической активности, индекс фиброза 
(по методу K.G. Ishak), а также наличие и степень 
выраженности стеатоза гепатоцитов. Для опреде-
ления степени поражения печени использовалась 
классификация NAS (NAFLD activity score, уро-
вень активности НАЖБП).

Исходя из полученных результатов, диагноз 
«НАСГ и стеатоз» был поставлен 10 и 10 паци-
ентам соответственно, у 4 пациентов признаков 
НАЖБП обнаружено не было, и они составили 
контрольную группу.

Выделение РНК и синтез кДНК
Пробы ткани печени измельчали в 500 мкл 

реактива ExtractRNA (Евроген, Москва) и далее 
выделяли тотальную РНК согласно протоко-
лу производителя. Концентрацию полученной 
РНК измеряли при помощи прибора NanoDrop 
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Inc. Обратную транскрипцию проводили при по-
мощи набора MMLV RT Kit (Евроген, Москва), 
используя 2 мкг тотальной РНК и олиго-dT/
Random праймеров, взятых в соотношении 1:2, 
согласно протоколу производителя.

ПЦР в реальном времени
Уровень мРНК Toll-подобных рецепторов 

TLR2, TLR3, TLR4, а также провоспалительных 
цитокинов TNF и IL-6 измеряли методом ПЦР 
в реальном времени с использованием праймеров, 
последовательности которых представлены в та-
блице 1, и cмеси qPCR mix-HS SYBR + LowROX 
(Евроген, Россия) [11]. Относительный уровень 
экспрессии генов определяли методом ΔΔCt 
и нормализовали на уровень экспрессии рефе-
рентного гена человеческого β-актина.

Список праймеров, использованных при про-
ведении количественного ПЦР анализа:

ActB-Fwd ACTGGGACGACATGGAGAAA

ActB-Rev GGCGTACAGGGATAGCACAG

TLR2-Fwd GAAAGCTCCCAGCAGGAACATC

TLR2-Rev GAATGAAGTCCCGCTTATGAAGACA

TLR3-Fwd GGACTTTGAGGCGGGTGTT

TLR3-Rev TGTTGAACTGCATGATGTACCTTGA

TLR4-Fwd TGCGTGGAGGTGGTTCCTA

TLR4-Rev GGCTCTGATATGCCCCATCT

TNF-Fwd CTGCACTTTGGAGTGATCGG

TNF-Rev TGAGGGTTTGCTACAACATGG

IL6-Fwd AACAACCTGAACCTTCCA

IL6-Rev GCTTGTTCCTCACTACTCTC

Статистическая обработка результатов
Сравнение экспрессии молекул между ис-

следуемыми группами проводили в программе 
GraphPad Prism 6.0 с использованием непараме-
трического критерия Манна–Уитни.

Анализ корреляции проводили с использо-
ванием языка программирования R с примене-
нием пакета Hmisc для вычисления коэффици-
ента корреляции Спирмена и соответствующих 
p-уровней значимости.

Результаты
Для формирования перечня Toll-подобных ре-

цепторов, которые мы хотели бы изучить в рам-
ках данного исследования, нами была оценена 
экспрессия всех Toll-подобных рецепторов че-
ловека по данным консорциумов FANTOM5, 
Human Protein Atlas (HPA)и Genome-based Tissue 

Expression (GTEx), взятым из базы данных Protein 
Atlas (https://www.proteinatlas.org/). Было показа-
но, что в нормальной ткани печени на детектируе-
мом уровне экспрессируются TLR1, TLR2, TLR3 
и TLR4, тогда как экспрессия остальных молекул 
наблюдается на очень низком уровне (табл. 1). 
Поскольку TLR1 и TLR2 формируют гетероди-
мер, нами было принято решение взять в иссле-
дование один из рецепторов, а именно TLR2.

Был проведен анализ экспрессии трех Toll-
подобных рецепторов, TLR2, TLR3, TLR4, а так-
же провоспалительных цитокинов TNF и IL-6 
в пробах печени больных НАЖБП различных 
стадий (стеатоз и НАСГ) и контрольных пробах 
методом количественного ПЦР (рис. 1). Экспрес-
сия всех Toll-подобных рецепторов увеличивает-
ся в ходе прогрессии заболевания. Статистически 
значимые различия наблюдаются между группой 
с НАСГ и контролем для всех исследуемых ре-
цепторов. В то же время различия между двумя 
стадиями НАЖБП, НАСГ и стеатозом являют-
ся статистически значимыми для TLR3 и TLR4; 
в случае TLR2 такая тенденция прослеживается, 
однако является статистически недостоверной.

Статистически значимых различий между 
уровнями экспрессии провоспалительных цито-
кинов TNF и IL-6 в биоптатах печени пациен-
тов НАЖБП и контрольными пробами показать 
не удалось (рис. 2). Для TNF такая тенденция 
прослеживается, однако большой разброс зна-
чений относительной экспрессии не позволяет 
считать результаты статистически значимыми.

Нами были исследованы факторы, которые 
ассоциированы с повышенной экспрессией Toll-
подобных рецепторов в клетках печени больных 
с НАЖБП. Для этого был проведен корреляци-
онный анализ экспрессии всех анализируемых 
молекул с клиническими параметрами пациен-
тов, включающими параметры, характеризую-
щие нарушения углеводного обмена, метаболизм 
липидов и мочевины, а также с цитологическими 
параметрами печени, характеризующими сте-
пень ее поражения (процент стеатоза, баллонная 
дистрофия).

В таблице 2 приведены результаты корреля-
ционного анализа для параметров, которые де-
монстрировали статистически значимую связь 
с уровнем экспрессии анализируемой мРНК. Мы 
видим, что уровень экспрессии как Toll-подобных 
рецепторов, так и провоспалительных цитокинов 
коррелирует между собой. Кроме того, корреля-
ция наблюдалась между параметрами, указыва-
ющими на степень поражения печени (процент 
стеатоза, наличие баллонной дистрофии), и экс-
прессией нескольких Toll-подобных рецепторов. 
Также была отмечена корреляция между повы-
шенным содержанием мочевой кислоты в сыво-
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Рисунок 1. Уровень относительной экспрессии мРНК Toll-подобных рецепторов TLR2, TLR3, TLR4, а также 
провоспалительных цитокинов TNF и IL-6 в биоптатах печени с НАЖБП (НАСГ, n = 10; стеатоз, n = 10) 
и контрольных образцах (n = 4)
Примечание. * – p < 0,05 по U-критерию Манна–Уитни.
Figure 1. The level of relative expression of the mRNA of Toll-like receptors TLR2, TLR3, TLR4 receptors, as well as of the 
proinflammatory cytokines TNF and IL-6 in liver biopsy samples with NAFLD (NASH, n = 10; steatosis, n = 10) and control samples 
(n = 4)
Note. *, p < 0.05 according to the Mann–Whitney U test. 
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ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИЯ МЕЖДУ ЭКСПРЕССИЕЙ мРНК АНАЛИЗИРУЕМЫХ Toll-ПОДОБНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 
И ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ И НЕКОТОРЫМИ КЛИНИКО-ПАТОЛОГИЧЕСКИМИ ПАРАМЕТРАМИ 
(КОЭФФИЦИЕНТЫ КОРРЕЛЯЦИИ СПИРМЕНА)
TABLE 2. CORRELATION BETWEEN mRNA EXPRESSION OF Toll-LIKE RECEPTORS AND PROINFLAMMATORY CYTOKINES 
AND SOME CLINICOPATHOLOGICAL PARAMETERS (SPEARMAN CORRELATION COEFFICIENTS)

 TLR2 TLR3 TLR4 TNF IL-6
TLR2 1 0,87* 0,77* 0,75* 0,52*
TLR3 0,87* 1 0,76* 0,70* 0,49*
TLR4 0,77* 0,76* 1 0,87* 0,68*
TNF 0,75* 0,70* 0,87* 1 0,74
IL-6 0,52* 0,49* 0,68* 0,74* 1
C (мочевая кислота)
C (uric acid) 0,47* 0,44* 0,34* 0,37 0,51*

Стеатоз (по системе Брюнта)
Steatosis (according to the Brunt system) 0,46* 0,45* 0,08 0,07 -0,21

Баллонная дистрофия
Ballooning degeneration 0,52* 0,53* 0,37* 0,24 -0,02

Баллы по NAS
NAS scores 0,44* 0,50* 0,22 0,18 -0,05

Примечание. * – p < 0,05.
Note. *, p < 0.05.

TLR2 TLR3 TLR4
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ротке крови и экспрессией большинства изучае-
мых молекул.

Обсуждение
НАЖБП – одно из наиболее распространен-

ных заболеваний печени в развитых странах. В то 
же время механизмы ее развития и прогрессии 
изучены не до конца. Показано, что важнейшими 
факторами, приводящими к развитию НАЖБП, 
являются ожирение, нарушение метаболизма 
глюкозы, а также изменения в составе микро-
флоры кишечника [1].

Рецепторы врожденного иммунитета, такие 
как Toll-подобные рецепторы, являются клю-
чевыми факторами иммунной системы, реа-
гирующими в ответ на факторы патогенности 
(PAMP – pathogen associated molecular patterns). 
Кроме того, для некоторых из TLR показана ак-
тивация в ответ на экспрессию факторов стресса 
(DAMP – danger associated molecular patterns) [4]. 
В ходе прогрессии НАЖБП может наблюдаться 
увеличение как факторов патогенности в резуль-
тате дисрегуляции микробиома кишечника, так и 
факторов стресса, связанного с нарушениями 
метаболизма глюкозы и липидов в организме [8].

Ранее в нескольких работах было показано 
увеличение экспрессии TLR4 в печени в ходе 
прогрессии НАЖБП. Так, в работе Sharifnia и со-
авт. была исследована экспрессия TLR4 в биоп-
сиях печени 61 пациенток с НАЖБП методом 
ПЦР в реальном времени, а также сывороточ-
ный уровень липополисахарида, и показано 
значительное увеличение данных параметров 
в группе пациенток с НАСГ по сравнению с па-
циентами со стеатозом [10]. Несколько исследо-
ваний также показывают увеличение экспрессии 
Toll-подобных рецепторов в сыворотке крови 
и в биопсиях печени пациентов с НАЖБП. Так, 
в работе du Plessis с соавт. было проанализиро-
вано содержание TLR2 и TLR4 в сыворотке 81 
пациента с различными стадиями НАЖБП и 10 
контрольных сыворотках с применением имму-
ноферментного анализа и показаны различия 
между этими двумя группами [9]. В работе Liu 
и соавт. было проведено иммуногистохимиче-
ское окрашивание срезов биопсий печени па-
циентов с НАСГ, алкогольным стеатогепатитом 
и пациентов без признаков печеночного стеато-
за на TLR3 и TLR4 и показано, что экспрессия 
этих молекул значительно выше в группах боль-
ных стеато гепатитом различной природы, неже-
ли в контрольной группе [6]. В работе же Kiziltas 
и соавт. сравнивали соотношение различных 
однонуклео тидных полиморфизмов TLR4 между 
группами пациентов с НАЖБП и здоровых до-
норов и показали, что в группе больных НАЖБП 
присутствие гетерозиготной мутации Asp299Gly 
значительно ниже, чем в контрольной группе [5]. 

Эти данные могут указывать на вовлеченность 
TLR4 в патогенез НАЖБП.

Экспрессия всех Toll-подобных рецепторов 
в биоптатах печени была исследована в работе 
Kanuri и соавт., в которой было показано, что 
экспрессия TLR1-5 значительно выше у пациен-
тов с НАЖБП по сравнению с контролем, тогда 
как экспрессия TLR6-10 не различалась между 
группами [3]. Существенным недостатком этого 
исследования является то, что авторы в ходе ана-
лиза результатов не делили когорту пациентов 
с НАЖБП на различные стадии заболевания.

Нами был проведен анализ экспрессии Toll-
подобных рецепторов TLR2, TLR3 и TLR4, экс-
прессия которых наблюдается и в здоровой ткани 
печени, а также провоспалительных цитокинов 
TNF и IL-6 в биоптатах печени 20 пациентов 
с НАЖБП (у 10 из них был диагностирован сте-
атоз, у 10 – НАСГ) и 4 контрольных образцах. 
Кроме того, был проведен корреляционный ана-
лиз между различными клинико-диагностиче-
скими параметрами и уровнем экспрессии ана-
лизируемых молекул.

Нами было показано, что экспрессия всех ана-
лизируемых Toll-подобных рецепторов увеличи-
вается в ходе прогрессии заболевания, что соот-
носится с литературными данными. Экспрессия 
же провоспалительных цитокинов статистически 
не различается между анализируемыми группами 
(рис. 1). В случае TNF наблюдается закономер-
ное увеличение экспрессии в ходе прогрессии 
НАЖБП, однако, ввиду значительных колебаний 
значений, этот тренд не является статистически 
достоверным. По всей видимости, необходима 
большая выборка пациентов, чтобы подтвердить 
наши наблюдения.

В результате корреляционного анализа было 
показано, что некоторые клинико-диагности-
ческие параметры связаны с экспрессией ана-
лизируемых молекул (табл. 2). Так, показатели 
поражения печени, такие как уровень стеатоза 
(по Brunt) и баллонной дистрофии, статистиче-
ски значимо коррелируют с увеличением экс-
прессии Toll-подобных рецепторов. Возможно, 
это связано с увеличением факторов стресса, 
сопровождающим разрушение клеток печени 
в процессе НАЖБП. Кроме того, существенная 
корреляция наблюдалась между экспрессией 
Toll-подобных рецепторов и уровнем мочевой 
кислоты в сыворотке крови пациентов. Мочевая 
кислота является одним из наиболее изученных 
факторов стресса, который может активировать 
рецепторы врожденного иммунитета [2]. Тем 
не менее ее вовлеченность в прогрессию НАЖБП 
ранее не была показана. Таким образом, оценка 
экспрессии Toll-подобных рецепторов может 
служить дополнительным параметром при оцен-
ке прогрессии НАЖБП. 
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РОЛЬ ЦИТОКИН-ОПОСРЕДОВАННЫХ МЕХАНИЗМОВ 
В РАЗВИТИИ ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОГО ОСТЕОМИЕЛИТА 
НИЖНЕЙ ЧЕЛЮСТИ
Паскова Е.В.1, Маркелова Е.В.1, Шахгельдян К.И.2, 3, Гельцер Б.И.3, 
Кригер А.Б.2, 3

1 ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Владивосток, Россия 
2 ФГБОУ ВО «Владивостокский государственный университет экономики и сервиса», г. Владивосток, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Дальневосточный федеральный университет», г. Владивосток, Россия

Резюме. Остеомиелит нижней челюсти является одной из актуальных проблем современной ме-
дицины. Причин возникновения гнойно-некротических процессов челюстных костей достаточно 
много, в том числе играют роль нарушения в системах врожденного и адаптивного иммунитета. Цель 
исследования состояла в определении содержания TNFα, IL-17, IL-4 в сыворотке крови и смешан-
ной слюне у пациентов с неосложненными переломами нижней челюсти и посттравматическим 
остеомиелитом для выяснения возможности использования данных показателей для ранней диа-
гностики посттравматических осложнений. В статье представлены результаты исследования оппо-
зитных цитокинов фактора некроза опухоли α (TNFα), интерлейкина-17 (IL-17) и интерлейкина-4 
(IL-4) в сыворотке крови и смешанной слюне у больных с неосложненным переломом нижней че-
люсти и с посттравматическим остеомиелитом на первые и десятые сутки наблюдения. С помощью 
однослойных нейронных сетей были построены бинарные классификаторы, позволяющие страти-
фицировать больных по клинической форме заболевания и прогнозировать его течение. Вероятность 
осложненного перелома нижней челюсти описывается соотношением P = 1/(1+e-z), где показатель z 
определяется через уровень TNFα, IL-17 и IL-4 в первый и десятый день наблюдения. Моделирова-
ние подтвердило высокую прогностическую значимость TNFα и IL-17 в сыворотке крови для ранней 
верификации посттравматического остеомиелита, что подтверждалось показателями ОТК и ROC, 
которые в различных моделях варьировали от 87 до 100%. К наиболее точным следует отнести модели 
4 и 5, где в качестве предикторов использовались TNFα, зафиксированный на десятый день иссле-
дования, и комбинация TNFα и IL-17, полученные в первый день госпитализации. Моделирование 
по результатам исследования иммунологических индикаторов в смешанной слюне показало, что пре-
диктивными свойствами обладают только IL-4 и IL-17, зарегистрированные на десятый день госпи-
тализации, что отличало эти бинарные классификаторы от аналогичных, полученных по уровню кон-
центрации цитокинов в сыворотке крови. Результаты исследования свидетельствуют о важной роли 
нарушений в системе про- и противовоспалительных цитокинов в патогенезе посттравматического 
остеомиелита. 

Ключевые слова: посттравматический остеомиелит, цитокины, нижняя челюсть, бинарный классификатор, 
искусственная нейронная сеть
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ROLE OF CYTOKINE-MEDIATED MECHANISMS IN 
DEVELOPMENT OF POST-TRAUMATIC MANDIBULAR 
OSTEOMYELITIS
Paskova E.V.a, Markelova E.V.a, Shakhgeldyan K.I.b, c, Geltser B.I.c, 
Kriger A.B.b, c

a Pacific State Medical University, Vladivostok, Russian Federation  
b Vladivostok State University of Economics and Service, Vladivostok, Russian Federation  
c Far Eastern Federal University, Vladivostok, Russian Federation

Abstract. Osteomyelitis of the lower jaw is one of the urgent problems of modern medicine. There are many 
reasons for the evolvement of purulent necrotic processes of the jaw bones, including the role of disorders in 
the systems of innate and adaptive immunity. The aim of the study was to determine the content of TNFα, 
IL-17, IL-4 in serum and mixed saliva in patients with uncomplicated mandibular fractures and posttraumatic 
osteomyelitis to determine the possibility of using these indicators for early diagnosis of posttraumatic 
complications. The article presents the results of a study of tumor necrosis factor α (TNFα), interleukin-17 
(IL- 17) and interleukin-4 (IL-4) cytokines in serum and mixed saliva in patients with uncomplicated mandibular 
fracture and post-traumatic osteomyelitis at the first and tenth days of observation. By means of single-layer 
neural networks, binary classifiers were built, allowing patients to be stratified by the clinical form of the 
disease and to predict its course. The probability of uncomplicated mandibular fracture is described by the ratio  
P = 1/(1+e-z), where the index z is determined by the level of TNFα, IL-17, and IL-4 at the first and tenth 
day of observation. The simulation confirmed high prognostic significance of serum TNFα and IL-17 for early 
verification of posttraumatic osteomyelitis, which was confirmed by the OTC and ROC indices, which varied 
from 87 to 100% in different models. Models 4 and 5, where TNFα recorded on the tenth day of the study was 
used as predictors, and a combination of TNFα and IL-17 obtained on the first day of hospitalization, were the 
most accurate. Modeling the results of the study of immunological indicators in the mixed saliva showed that 
the predictive properties have only IL-4 and IL-17, was on the tenth day of hospitalization that distinguishes 
these binary classifiers from similar indexes, derive from the levels of cytokines in blood serum. The results of 
the study indicate the important role of disorders in the system of рro- and anti-inflammatory cytokines in 
pathogenesis of post-traumatic osteomyelitis. 

Keywords: mandibular osteomyelitis, serum cytokines, TNFα, IL-17, IL-4, prognostic value

Исследование выполнено при частичной фи-
нансовой поддержке РФФИ в рамках научного 
проекта № 18-29-03131. 

Переломы нижней челюсти составляют около 
90% всех травм челюстно-лицевой области и 10% 
от общего уровня травматических заболеваний 
человека [1, 2, 5]. Посттравматические, в том чис-
ле воспалительные, осложнения у этих больных 
фиксируются в 30% случаев и чаще всего опре-
деляются анатомо-физиологическими особенно-
стями нижней челюсти, наличием хронических 
одонтогенных очагов инфекции, посттравмати-
ческим повреждением мягких тканей, гематома-
ми и другими факторами [3, 4]. В последние годы 
все большее внимание исследователей привлека-
ют цитокин-опосредованные механизмы в раз-
витии широкого круга патофизиологических 
процессов, в том числе травматических повреж-
дений и воспалении тканей, а также их репара-
ции и регенерации [4, 6]. 

Известно, что у здоровых лиц метаболизм 
костной ткани обеспечивается балансом про-

цессов костеобразования и костной резорбции. 
В регуляции последней важное значение при-
надлежит продукции фактора некроза опухоли-α 
(TNFα), активирующего остеокласты и иниции-
рующего воспалительную реакцию [4, 6]. Мало-
изученной при заболеваниях челюстно-лицевой 
области остается роль противовоспалительно-
го цитокина интерлейкина-17 (IL-17), к одной 
из функций которого относят стимуляцию ак-
тивности нейтрофилов. Кроме того, доказано, 
что он усиливает дифференцировку остеобластов 
в зрелые остеокласты [7]. Итерлейкин-4 (IL-4) 
снижает активность деструктивно-воспалитель-
ных процессов в тканях пародонта, ограничивает 
развитие остеопороза и выполняет противовос-
палительные функции. Он стимулирует образо-
вание антител, продукцию IgE, угнетает фактор 
роста В-лимфоцитов, индуцирует противовоспа-
лительные цитокины [4, 10]. IL-4 подавляет син-
тез IL-1β и TNFα и является их антагонистом [4].

Цель исследования состояла в определении со-
держания TNFα, IL-17, IL-4 в сыворотке крови 
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и смешанной слюне у пациентов с неосложнен-
ными переломами нижней челюсти и посттрав-
матическим остеомиелитом для выяснения воз-
можности использования данных показателей 
для ранней диагностики посттравматических ос-
ложнений. 

Материалы и методы
Объектом исследования были 40 пациентов, 

находившиеся на стационарном лечении в отде-
лении челюстно-лицевой хирургии ГБУЗ «Крае-
вой клинической больницы № 2» г. Владивостока. 
В I группу были включены 18 больных с неослож-
ненными переломами нижней челюсти, во II – 22 
пациента с острым посттравматическим остео-
миелитом нижней челюсти. Мужчин было 28, 
женщин – 12. Средний возраст обследованных 
составил 34,2 года. Группу контроля составили 26 
здоровых добровольцев того же возраста и пола. 
Уровень цитокинов исследовали с применением 
реактивов фирмы R&D Diagnostics Inc. (США) 
методом сэндвич-варианта твердофазного имму-
ноферментного анализа. Забор материала произ-
водился в первые сутки госпитализации пациента 
в стационар и на 10 день лечения. Учет результа-
тов производили с помощью иммуноферментно-
го анализатора Multiscan (Финляндия). Уровень 
статистической значимости, при котором откло-
нялись нулевые гипотезы, составлял менее 0,05. 
Статистическую достоверность различий между 

сравниваемыми группами определяли методом 
Манна–Уитни. Были разработаны бинарные 
классификаторы для стратификации больных 
с посттравматическим остеомиелитом и неос-
ложненным переломом нижней челюсти. Моде-
ли были построены с помощью простой одно-
слойной нейронной сети пакета nnet R-studio. 
Для оценки качества моделей применяли пло-
щадь под ROC-кривой (AUC), критерий Акаике 
(AIC) и относительную точность классификации 
(ОТК), которую определяли как отношение ко-
личества корректно установленных модельных 
диагнозов к общему количеству больных. 

Результаты и обсуждение
Содержание TNFα в сыворотке крови у обсле-

дованных двух групп больных в первые сутки го-
спитализации было существенно выше контроль-
ных значений (p < 0,0001, табл. 1). Вместе с тем 
при неосложненной форме перелома этот пока-
затель был в 1,5 раза ниже, чем у лиц с посттрав-
матическим остеомиелитом (p < 0,01). Известно, 
что данный цитокин регулирует иммуновоспали-
тельную реакцию при травмах или инфекциях, 
являясь главным стимулятором для нейтрофилов 
и эндотелиальных клеток в процессах их взаимо-
действия, увеличения количества фибробластов 
при заживлении раны [7]. 

В ходе исследования было установлено, что 
у пациентов I и II групп уровень IL-17 более 

ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С НЕОСЛОЖНЕННЫМ И ОСЛОЖНЕННЫМ 
ПЕРЕЛОМОМ НИЖНЕЙ ЧЕЛЮСТИ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. LEVEL OF CYTOKINES IN THE SERUM OF PATIENTS WITH UNCOMPLICATED AND COMPLICATED FRACTURE OF 
THE LOWER JAW, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Parameters

Пациенты с неосложненными 
переломами челюстей

(I группа)
Patients with uncomplicated jaw 

fractures
(I group)
n = 18

Острый посттравматический 
остеомиелит нижней челюсти

(II группа)
Acute post-traumatic osteomyelitis 

of the lower jaw
(II group)

n = 22

Группа 
контроля

Control group
n = 26

1 сутки
1st day

10 сутки
10th day

1 сутки
1st day

10 сутки
10th day

TNFα 
(пг/мл)
pg/ml

11,8*** 
(7,2-12,4)
p < 0,01

2,76*** 
(1,6-4,3)
p < 0,001

16,3** 
(12,6-28,9)

14,35**
(13-19)

1,63** 
(0,40-2,24)
p < 0,0001

IL-17
(пг/мл)
pg/ml

16,19** 
(15,1-16,2)
p < 0,001

15,34**
(12,2-16,8)
p < 0,001

19,1** 
(18,3-19,2)

18,7** 
(17,7-19,8)

2,81***
(1,2-5,4)

p < 0,0001

IL-4
(пг/мл)
pg/ml

6,2*** 
(3,6-14,7)
p < 0,05

6,37** 
(3,5-9,5)
p = 0,38

1,56 
(1,54-1,76)

5,62
(3,2-6,9)

2,11*** 
(1,9-4,5)
p = 0,09
p = 0,13

Примечание. Статистическая достоверность выборочной медианы: * – р < 0,05; ** – р < 0,01; *** – р < 0,001.
Note. Statistical reliability of the sample median: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.
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ТАБЛИЦА 2. УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ В СМЕШАННОЙ СЛЮНЕ ПАЦИЕНТОВ С НЕОСЛОЖНЕННЫМ И ОСЛОЖНЕННЫМ 
ПЕРЕЛОМОМ НИЖНЕЙ ЧЕЛЮСТИ, Ме (Q0,25-Q0,75) 

TABLE 2. LEVEL OF CYTOKINES IN THE MIXED SALIVA OF PATIENTS WITH UNCOMPLICATED AND COMPLICATED 
FRACTURE OF THE MANDIBLE, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Parameters

Пациенты с неосложненными 
переломами челюстей

(I группа)
Patients with uncomplicated jaw 

fractures (I group)
n = 18

Острый посттравматический 
остеомиелит нижней челюсти

(II группа)
Acute post-traumatic osteomyelitis 

of the lower jaw (II group)
n = 22

Группа контроля
Control group

n = 26

1 сутки
1st day

10 сутки
10th day

1 сутки
1st day

10 сутки
10th day

TNFα 
(пг/мл)
pg/ml

5,01*** 
(4,87-6,20)
p < 0,0001

3,11***
(2,65-3,43)

p < 0,01

13,45** 
(11,23-15,00)

5,32**
(4,93-6,65)

2,25* 
(1,8-2,9)
p < 0,01
p < 0,001

IL-17
(пг/мл)
pg/ml

12,34** 
(9,4-13,8)
p = 0,49

7,32**
(5,4-8,8)
p < 0,01

13,21 
(11,65-14,70)

18,54
(17,7-19,5) 

3,72*** 
(1,42-4,44)
p < 0,0001

IL-4
(пг/мл)
pg/ml

7,16***
(2,0-9,9)
p = 0,34

2,39***
(1,7-3,4)
p < 0,001

3,45
(3,21-3,70)

18,76
(17,5-19,8)

0,95*** 
(0,95-1,12)

p < 0,01
p < 0,001

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

ТАБЛИЦА 3. МОДЕЛИ БИНАРНОГО КЛАССИФИКАТОРА ДЛЯ РАННЕЙ ВЕРИФИКАЦИИ ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОГО 
ОСТЕОМИЕЛИТА ПО УРОВНЮ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ

TABLE 3. BINARY CLASSIFICATION MODELS FOR EARLY VERIFICATION OF POSTTRAUMATIC OSTEOMYELITIS BY 
CYTOKINE LEVEL IN SERUM

№ Модель
Model

День
Day

ОТК
OTC AIC ROC

1 z = 13,8*IL-17-4,2 1 0,875 (0,710-0,960) 42,35 0,87
2 z = 131,1*IL-17-59,8 10 0,97 (0,84-0,99) 9,17 0,99
3 z = 18,1*TNFα-2 1 0,89 (0,76-0,96) 41 0,89
4 z = 104,5*TNFα-14,87 10 1,00 (0,92-1,00) 4,3 1
5 z = 70*TNFα+34 IL-17-14,3 1 1,00 (0,80-1,00) 10,1 1

ТАБЛИЦА 4. МОДЕЛИ БИНАРНОЙ КЛАССИФИКАЦИИ ДЛЯ РАННЕЙ ВЕРИФИКАЦИИ ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОГО 
ОСТЕОМИЕЛИТА ПО УРОВНЮ ЦИТОКИНОВ В СМЕШАННОЙ СЛЮНЕ

TABLE 4. BINARY CLASSIFICATION MODELS FOR EARLY VERIFICATION OF POSTTRAUMATIC OSTEOMYELITIS BY 
CYTOKINE LEVEL IN MIXED SALIVA

№ Модель
Model

День
Day

ОТК
OTC AIC ROC

1 z = 1,48*IL-17-0,63 1 0,55 (0,35-0,75) 40 0,62
2 z = 15,5*IL-17-2,5 10 0,92 (0,76-0,99) 13,4 0,93
3 z = 0,44*IL-4-2,7 10 0,875 (0,71-0,96) 26,7 0,92
4 z = 4,22*TNFα-1,26 10 0,67 (0,50-0,81) 48 0,7

чем в 5 раз превышал контрольные значения 
(p < 0,0001). Его содержание в сыворотке кро-
ви у больных с острым остеомиелитом было до-

стоверно выше показателей в группе пациентов 
с неосложненным переломом нижней челюсти 
(p < 0,001). При анализе содержания противо-
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воспалительного цитокина IL-4 было зафикси-
ровано, что его значения в исследуемых группах 
существенно различались между собой (p < 0,05). 
Так, в первый день госпитализации максималь-
ный уровень данного показателя имел место 
у больных I группы, а минимальный – у больных 
II группы. 

К десятому дню исследования в группе боль-
ных с неосложненными переломами системный 
уровень TNFα в сыворотке крови стремился 
к норме, в то время как у пациентов с острым 
посттравматическим остеомиелитом он суще-
ственно не изменялся. Концентрация IL-17 в ди-
намике наблюдения у больных обеих групп суще-
ственно не изменялась, в то время как уровень 
IL-4 у больных с посттравматическим остеоми-
елитом на десятый день госпитализации суще-
ственно возрастал (табл. 1). 

Смешанная слюна относится к биологической 
жидкости, состоящей из секрета слюнных желез 
и ряда компонентов неслюнного происхождения 
(жидкость зубодесневого желобка, бронхиально-
го секрета, сывороточных компонентов и клеток 
крови, продуктов жизнедеятельности бактерий, 
вирусов и грибов, слущенного эпителия и дру-
гих факторов) [1, 3, 9]. Ранее было показано, что 
динамика изменений микробиоценоза ротовой 
полости отражает состояние мукозального имму-
нитета [8, 9].

Было установлено, что максимальная кон-
центрация TNFα в смешанной слюне имела ме-
сто у больных с посттравматическим остеомие-
литом в первые сутки заболевания и превышала 
в 2,5 раза его уровень у больных с неосложнен-
ными переломами нижней челюсти (p < 0,0001, 
табл. 2). На 10-е сутки ее уровень заметно сни-
жался, но существенно превышал контрольные 
значения. Содержание IL-17 в первые сутки 
у больных обследованных групп различалось 
только с контрольными значениями (p < 0,0001), 
а достоверных отличий между пациентами 2-х 
групп зарегистрировано не было (p = 0,49). Од-
нако на десятые сутки наблюдения у больных 
с посттравматическим остеомиелитом концен-
трация IL-17 более чем в 2 раза превышала уро-
вень этого показателя у обследованных I группы 
(p < 0,01). Это подтверждает известные данные 
о том, что IL-17 участвует в обеспечении проти-
воинфекционной защиты слизистых оболочек, 
вызывая экспрессию генов, кодирующих синтез 
провоспалительных цитокинов, антимикробных 

пептидов в эпителиальных клетках [7]. У боль-
ных с неосложненным переломом содержание 
IL-4 в слюне в первые сутки исследования было 
в 2,3 раза выше, чем у больных с посттравматиче-
ским остеомиелитом. На десятые сутки его кон-
центрация снизилась в 3 раза у больных I группы 
и резко (в 5,4 раза) возросла во II (табл. 2).

Для более точной оценки диагностического 
значения показателей TNFα, IL-17 и IL-4 в каче-
стве предикторов развития посттравматического 
остеомиелита с помощью однослойных нейрон-
ных сетей были построены прогностические мо-
дели, имитирующие бинарную логистическую 
регрессию. Построение моделей осуществлялось 
отдельно для иммунологических параметров, 
определенных в сыворотке крови и смешанной 
слюне. Вероятность осложненного перелома 
нижней челюсти описывается соотношением 
P = 1/(1+e-z), где показатель z определяется че-
рез уровень TNFα, IL-17 и IL-4 в первый и де-
сятый день наблюдения (табл. 3, 4). Моделиро-
вание подтвердило высокую прогностическую 
значимость TNFα и IL-17 в сыворотке крови 
для ранней верификации посттравматического 
остеомие лита, что подтверждалось показателями 
ОТК и ROC, которые в различных моделях варьи-
ровали от 87 до 100%. К наиболее точным следует 
отнести модели 4 и 5, где в качестве предикторов 
использовались TNFα, зафиксированный на де-
сятый день исследования, и комбинация TNFα 
и IL-17, полученные в первый день госпитализа-
ции (табл. 3). 

Моделирование по результатам исследования 
иммунологических индикаторов в смешанной 
слюне показало, что предиктивными свойства-
ми обладают только IL-4 и IL-17, зарегистри-
рованные на десятый день госпитализации, что 
отличало эти бинарные классификаторы от ана-
логичных, полученных по уровню концентрации 
цитокинов в сыворотке крови (табл. 4).

Результаты исследования доказывают важ-
ную роль цитокин-опосредованных механизмов 
в развитии острого посттравматического остео-
миелита нижней челюсти. Применение методов 
машинного обучения в виде бинарных класси-
фикаторов на основе искусственных нейронных 
сетей позволяет использовать иммунологические 
показатели в качестве предикторов для раннего 
прогнозирования клинического течения перело-
мов нижней челюсти. 
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РАСПРЕДЕЛЕНИЕ АЛЛЕЛЕЙ MICA В РОССИЙСКОЙ 
ПОПУЛЯЦИИ
Каневский Л.М.1, Гречихина М.В.1, Кузьмина Е.Г.2, 
Мушкарина Т.Ю.2, Спелков А.А.1, Стрельцова М.А.1, 
Коваленко Е.И.1
1 ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия  
2 Медицинский радиологический научный центр имени А.Ф. Цыба – филиал ФГБУ «Научный медицинский 
исследовательский центр радиологии» Министерства здравоохранения РФ, г. Обнинск, Россия

Резюме. Под влиянием стрессовых факторов, инфекций, опухолевой трансформации на поверх-
ности клеток организма экспрессируется белок MICA, который является лигандом к рецептору 
NKG2D NK- и Т-клеток. Взаимодействие рецептора NKG2D на поверхности клеток иммунной си-
стемы с MICA приводит к активации лимфоцитов и уничтожению носителя лиганда. Ген MICA от-
личается высоким уровнем полиморфизма. К настоящему времени описано 87 аллелей, продукты 
которых различаются по способности активировать цитотоксические лимфоциты, что может оказы-
вать влияние на протекание ряда заболеваний, таких как рак, вирусные инфекции, аутоиммунные 
заболевания. Распределения аллелей MICA в разных этносах существенно различаются. Анализ по-
лиморфизма MICA в данном этносе необходим для выявления взаимосвязей между определенными 
аллелями MICA и теми или иными заболеваниями. Данная работа направлена на исследование рас-
пределения аллелей MICA среди населения России. 

Типирование MICA проводили по методике, предложенной Yizhou Zoe и Peter Stastny. Методика 
включала в себя: 1) выделение геномной ДНК из цельной донорской крови; 2) ПЦР с целью ампли-
фикации фрагмента гена MICA; 3) секвенирование полученных ПЦР-фрагментов. Анализ результа-
тов секвенирования проводили с использованием программ Vector NTI и Chromas Lite.

Был определен генотип аллелей MICA 119 доноров. Из 87 описанных в литературе аллелей MICA 
среди исследованных образцов обнаружено 15. Частоты встречаемости аллелей MICA оказались сле-
дующими: *002 – 19,3%, *004 – 6,7%, *007 – 3,0%, *008 – 35,7%, *009 – 10,1%, *010 – 5,0%, *011 – 
3,8%, *012 – 2,1%, *016 – 2,5%, *017 – 3,4%, *018 – 5,5%, *019 – 0,4%, *027 – 1,3%, *053 – 0,8%, *068 – 
0,4%. Выяснилось, что распределение аллелей MICA в России сходно с таковыми для европейских 
стран. При сопоставлении литературных данных по разным странам мира выяснилось, что различия 
в распределении аллелей MICA выражены преимущественно между расами, а не нациями. 

В данной работе проанализировано распределение аллелей MICA у россиян. Оно оказалось весьма 
сходным с таковыми у представителей других европейских стран и имеет ряд существенных отличий 
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от этносов монголоидной расы (Япония, Китай, Корея). Анализ распределения аллелей MICA в рос-
сийской популяции может оказаться полезен для выявления предрасположенности индивидов к тем 
или иным заболеваниям.

Ключевые слова: MHC, MICA, NKG2D, генотипирование, секвенирование, популяционный анализ

DISTRIBUTION OF MICA ALLELES IN THE RUSSIAN 
POPULATION
Kanevskiy L.M.a, Grechikhina M.V.a, Kuzmina E.G.b,  
Mushkarina T.Yu.b, Spelkov A.A.a, Streltsova M.A.a, Kovalenko E.I.a
a Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian 
Federation  
b A. Tsyb Medical Radiological Research Center – Branch of National Medical Research Radiological Center, Obninsk, 
Russian Federation

Abstract. Stress factors, infections, tumor transformation of the cells of organism induce the expression of 
MICA protein, which is a ligand for the NKG2D receptor of NK and T cells. The interaction of the NKG2D 
receptor on the surface of the cells of the immune system with MICA results in activation of lymphocytes and 
elimination of the ligand carrier. The MICA gene has a high level of polymorphism. To date, 87 alleles have been 
described; their products differ in ability to activate cytotoxic lymphocytes, that can affect the progression of a 
number of diseases, such as cancer, viral infections, autoimmune diseases. The distribution of MICA alleles in 
different ethnic groups varies considerably. The analysis of MICA polymorphism in a current ethnos is necessary 
for revealing the relationships between certain MICA alleles and different diseases. Goal. This work is aimed 
at studying of the distribution of MICA alleles in Russian population. Materials and methods. Polymorphism 
of MICA was analyzed according to the procedure proposed by Yizhou Zoe and Peter Stastny. The procedure 
included: 1) isolation of genomic DNA from whole blood; 2) PCR for amplification of a fragment of the MICA 
gene; 3) sequencing of the resulting PCR fragments. Analysis of the results of sequencing was carried out using 
the programs Vector NTI and Chromas Lite. Results. The genotype of the MICA alleles of 119 donors has been 
determined. Of the 87 MICA alleles described in the literature, 15 were found among the samples studied. The 
frequencies of MICA alleles were the following: *002 – 19.3%, *004 – 6.7%, *007 – 3.0%, *008 – 35.7%, 
*009 – 10.1%, *010 – 5.0%, *011 – 3.8%, *012 – 2.1%, *016 – 2.5%, *017 – 3.4% *018 – 5.5%, *019 – 0.4%, 
*027 – 1.3%, *053 – 0.8%, *068 – 0.4%. The distribution of MICA alleles in Russia was found to be similar 
to that of European countries. When comparing literary data for different countries of the world, it was found 
that the differences in the distribution of MICA alleles are expressed mainly between races, and not nations. 
Conclusions. In this paper, the distribution of MICA alleles in Russian population has been analyzed. It turned 
out to be very similar to those of other European countries and has a number of significant differences from the 
ethnoses of the Mongoloid race (Japan, China, Korea). The analysis of the distribution of MICA alleles in the 
Russian population may be useful for identifying the predisposition of individuals to certain diseases.

Keywords: MHC, MICA, NKG2D, genotyping, sequencing, population analysis
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Введение
Ген MICA (Major Histocompatibility Complex 

class I chain-related gene A) расположен в локусе 
главного комплекса гистосовместимости в хро-
мосоме 6. Этот ген кодирует трансмембран-
ный белок MICA, который служит лигандом 
для рецептора NKG2D, представленного на по-

верхности лимфоцитов-киллеров (NK-клеток, 
CD8+Т-лимфоцитов, γδТ-лимфоцитов и CD8+NKT- 
клеток). В норме белок MICA отсутствует на по-
верхности клеток, однако под действием ряда 
факторов, таких как радиация, УФ-излучение, 
гипоксия, тепловой шок, вирусная инфекция, 
наблюдается индукция его поверхностной экс-
прессии [4]. То же происходит при опухолевой 
трансформации клетки [1]. Экспрессирующие 
MICA клетки могут быть распознаны цитотокси-
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ческими лимфоцитами и элиминированы. Таким 
образом происходит уничтожение потенциально 
опасных для организма клеток, в частности опу-
холевых и инфицированных вирусами.

Белок MICA структурно схож с белками HLA 
класса I: он состоит из трех внеклеточных доме-
нов (α1, α2 и α3), трансмембранного и цитозоль-
ного доменов. Однако, в отличие от последних, 
MICА не связывает β2-микроглобулин, не спосо-
бен презентировать антигенный пептид и в нем 
отсутствуют сайты связывания с CD8. Домены 
α1 и α2 формируют сайт связывания с рецеп-
тором NKG2D цитотоксических лимфоцитов. 
К посттрансляционным модификациям белка 
относятся N-гликозилирование внеклеточных 
доменов (описано 7 или 8 сайтов у разных алле-
лей) и S-ацилирование цитозольного фрагмента, 
что влияет на закрепление белка в определенных 
микродоменах мембраны клетки [4].

Ген MICA является высокополиморфным: 
на данный момент описано 87 аллелей. Свой-
ства белковых продуктов различных аллелей 
существенно различаются, при этом оба име-
ющихся в генотипе аллеля экспрессируются 
кодоминантно [7]. Основными параметрами, 
по которым наблюдаются различия между ал-
лельными вариантами белка MICA, являются: 
аффинность к NKG2D, третичная структура 
внеклеточной части MICA, количество сайтов 
N-гликозилирования, уровень поверхностной 
экспрессии, способ закрепления в мембране 
и форма, в которой происходит высвобождение 
растворимых форм этих белков во внеклеточное 
пространство. Каждый из этих параметров оказы-
вает существенное влияние на способность лим-
фоцитов-киллеров лизировать экспрессирую щие 
MICA клетки [1, 4].

К настоящему времени в большинстве раз-
витых стран проведены исследования распреде-
ления аллелей MICA в различных этносах. Эти 
работы позволили выявить взаимосвязи между 
строением аллельных продуктов гена MICA и не-
которыми заболеваниями. В настоящем иссле-
довании впервые изучено распределение алле-
лей MICA в российской популяции и проведено 
сравнение с имеющимися данными по другим 
странам.

Материалы и методы
Исследование проводили на образцах крови 

здоровых доноров, давших информированное со-
гласие на использование их крови в научных ис-
следованиях. Генотипирование проводили путем 
секвенирования фрагмента гена MICA, содержа-

щего экзоны 2-5, по методу, предложенному Zou 
и Stastny [11] с некоторыми модификациями. 
Вкратце. 1. Геномную ДНК выделяли из образцов 
крови с помощью набора GeneJet Genomic DNA 
Purification kit (кат.# K0722, Thermo Scientific, 
США) согласно инструкциям производителя. 
2. Проводили ПЦР с помощью описанных в ста-
тье праймеров MICA6823-F и MICA9023-R с це-
лью амплифицировать фрагмент, содержащий 
экзоны 2-5 гена MICA. Для амплификации ис-
пользовали высокоточные полимеразы Phusion 
Flash и Phusion Hot Start II (кат.# F548 и #F549 
соответственно; ThermoFisher Scientific, США). 
Вторую из них использовали для дополнительной 
проверки гомозиготных образцов. 3. Результаты 
ПЦР и количество полученного ПЦР-продукта 
оценивали методом электрофореза в 1% агароз-
ном геле путем сравнения с маркером, содержа-
щим известное количество ДНК определенного 
размера. Количественное сравнение проводили 
с помощью программы ImageLab, Bio-Rad, США. 
4. Очистку и секвенирование ПЦР-фрагментов 
осуществляли в компании Евроген (Москва). 
Для секвенирования использовали набор прай-
меров, предложенный в статье Zou и Stastny [11]. 
5. Анализ сиквенсов проводили с помощью про-
грамм VectorNTI (Life Technologies, ThermoFisher 
Scientific, США) и ChromasLite (Technelysium Pty 
Ltd, Австралия); анализировали отличия полу-
ченных сиквенсов от консенсусной последова-
тельности аллеля MICA*001. Для типирования 
использовали данные о последовательностях 
кДНК аллелей MICA, взятые со следующего  
сайта: https://raw.githubusercontent.com/ANHIG/
IMGTHLA/Latest/alignments/MICA_nuc.txt. 

Результаты и обсуждение
Всего было проанализировано 119 индиви-

дов (53 женщины и 66 мужчин). Частоты алле-
лей были рассчитаны по формуле: количество 
обнаруженных аллелей/2n, где n – число образ-
цов (119). Распределение частот аллелей MICA 
не противоречило закону Харди–Вайнберга 
(p = 0,18); анализ был проведен согласно методу, 
предложенному Guo и Thompson [5]. Получен-
ные результаты приведены в таблице 1. 

В российской популяции выявлено 15 аллелей 
MICA из описанных 87. В других работах коли-
чество обнаруженных аллелей также значитель-
но ниже общего числа известных аллелей MICA. 
Этот результат можно объяснить следующими 
причинами. 1. Некоторые аллели, первоначально 
включенные в базу данных, не были подтверж-
дены дальнейшими исследованиями (например, 
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ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ АЛЛЕЛЕЙ MICA В РОССИЙСКОЙ ПОПУЛЯЦИИ И НЕКОТОРЫХ ЗАРУБЕЖНЫХ СТРАНАХ

TABLE 1. DISTRIBUTION OF MICA ALLELES IN RUSSIAN POPULATION AND CERTAIN FOREIGN COUNTRIES

Аллель
Allele

Россия 
Russia

(n = 119)

Германия
Germany 
(n = 110)

Австрия
Austria 

(n = 320)

Словакия 
Slovakia 
(n = 124)

Япония
Japan 

(n = 114)*

Корея
Korea 

(n = 199)**

Северный 
Китай 

North China 
(n = 104)***

*001 – 0,5 0,9 – – – –

*002 19,3 13,2 10,9 16,5 12,5 17,8 12,0

*004 6,7 5,5 6,4 7,3 11,1 12,3 4,8

*006 – 0,5 0,3 0,8 – – –

*007 3,0 3,2 4,5 6,9 0,9 3,3 1,5

*008 35,7 40,5 43,1 37,1 25,2 10,8 23,6

*009 10,1 10,9 10,9 11,3 18,4 10,6 12,5

*010 5,0 5,5 5,9 2,8 12,5 18,3 18,8

*011 3,8 3,2 2,1 2,0 – – 0,5

*012 2,1 4,5 1,6 1,2 10,9 11,1 1,0

*016 2,5 1,4 3,1 2,0 – – 1,0

*017 3,4 2,7 3,3 2,0 н/о
n/d – 1,9

*018 5,5 2,7 4,6 6,9 н/о
n/d – 0,5

*019 0,4 1,8 0,3 2,0 н/о
n/d – 3,9

*027 1,3 1,8 1,5 0,8 н/о
n/d 13,6 5,3

*029 – – 0,2 – н/о
n/d – –

*033 – – – – н/о
n/d – 0,5

*045 – – – – н/о
n/d – 8,2

*051 – 2,3 – – н/о
n/d – –

*053 0,8 – – – н/о
n/d – –

*057 – – – 0,4 н/о
n/d

н/о
n/d –

*067 – – 0,2 – н/о
n/d

н/о
n/d –

*068 0,4 – 0,2 – н/о
n/d

н/о
n/d –

Ref. [3] [10] [2] [6] [8] [9]

Примечание. Частоты аллелей указаны в процентах. Во втором столбце представлены данные, полученные в рамках 
данной работы. «н/о» – аллель не был описан на момент исследования; * – в Японии часть аллелей (8,5%) не удалось 
определить; ** и *** – у некоторых доноров была обнаружена делеция гена MICA, соответственно, 2,3% в Корее и 3,9% 
в Северном Китае.

Note. Alleles frequencies are presented in percents. The results of the current work are presented in the second column. “n/d”, this 
allele had not been described at the moment of work publication; *, in Japan a part of alleles (8.5%) had not been discriminated; ** 
and ***, in some donors a deletion of MICA gene has been detected: 2.3% in Korea and 3.9% in North China, respectively.
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аллели 005, 013, 014). 2. Большинство методов ге-
нотипирования MICA имеют ограничения, не по-
зволяющие различать определенные аллели. 
Так, используемый нами метод [11] не позволяет 
различать пары аллелей *009 и *049, *010 и *069. 
3. Многие аллели встречаются крайне редко, что 
можно оценить, сравнивая полученные результа-
ты с данными по другим популяциям (табл. 1). 

Наиболее часто встречающимися аллелями 
явились *008 (35,7%), *002 (19,3%) и *009 (10,1%), 
что характерно для европейских стран и заметно 
отличается от восточных стран (Китай, Корея, 
Япония). По всей видимости, основные различия 
в распределениях частот аллелей MICA выявляют-

ся, скорее, на уровне рас, чем наций. По африкан-
скому континенту на данный момент информации 
мало; полноценных исследований распределения 
аллелей MICA там пока не проведено.

Таким образом, нами впервые было выявлено 
распределение аллелей MICA в российской попу-
ляции. Обнаружено высокое сходство в распре-
делении аллелей среди европейских стран, в то 
время как народы монголоидной расы демон-
стрируют ряд существенных отличий. Получен-
ные данные позволят проводить исследования 
роли тех или иных аллелей MICA в опухолевых 
заболеваниях и патологиях, вызванных вирусны-
ми инфекциями.
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ХАРАКТЕР РАСПРЕДЕЛЕНИЯ СПЕЦИФИЧНОСТЕЙ HLA 
У ПАЦИЕНТОВ С ОСТРЫМ МИЕЛОИДНЫМ ЛЕЙКОЗОМ
Рамильева И.Р.1, Буркитбаев Ж.К.2, Абдрахманова С.А.1, 
Турганбекова А.А.1, Баймукашева Д.К.1, Жибурт Е.Б.3
1 РГП на ПХВ «Научно-производственный центр трансфузиологии» Министерства здравоохранения 
Республики Казахстан, г. Нур-Султан, Республика Казахстан  
2 ТОО «Национальный научный онкологический центр», г. Нур-Султан, Республика Казахстан  
3 ФГБОУ ВО «Национальный медико-хирургический центр имени Н.И. Пирогова», Москва, Россия

Резюме. В статье показаны исследования по изучению распределения генетического полимор-
физма антигенов гистосовместимости у пациентов с диагнозом «острый миелоидный лейкоз» (ОМЛ) 
и доноров (здоровых лиц) в Республике Казахстан, также особенности распределения HLA-A*, *В, 
Cw*, DRB1*, DQB1* антигенов у больных с острым миелоидным лейкозом (ОМЛ). HLA-типирование 
и обработка данных выполнены в РГП на ПХВ «Научно-производственный центр трансфузиологии», 
г. Нур-Султан. Всего обследовано 3808 человек, из них: 3621 здоровых доноров крови и 187 пациен-
тов с диагнозом ОМЛ. Все пациенты находились на лечении в клинике АО «Национальный научный 
центр онкологии и трансплантологии», г. Нур-Султан, и диагноз был определен на основании про-
токола AML-2013KZ. Геномную ДНК для проведения типирования HLA-антигенов выделяли из лей-
коцитов периферической крови протеиназным методом с использованием колонок с силикагелевой 
мембраной и с помощью набора реагентов PROTRANS DNA BOX (Protrans, Германия). Типирование 
(HLA-A, B, С, DRB1, DQB1) пациентов и доноров крови выполнены методом полимеразной цеп-
ной реакции, применялись коммерческие наборы реагентов фирмы Protrans – PROTRANS HLA-
A*/B*/DRB1* Cyclerplate System, PROTRANS HLA-C* Cyclerplate System, PROTRANS HLA-DQB1* 
Cyclerplate System.

HLA-A*31 (OR = 1,8; CI 1,16-2,79; p < 0,01) чаще встречается в группе пациентов в сравнении с кон-
трольной группой, что позволяет предположить наличие связи ОМЛ с данным антигеном. В кон-
трольной группе было отмечено увеличение частоты встречаемости антигена HLA-A*02 (OR = 0,55; 
CI 0,41-0,75; p < 0,01). Указанный антиген можно рассматривать как имеющий протективный эффект 
в развитии ОМЛ. 

Изучение большого комплекса гистосовместимости, в состав которого входят лейкоцитарные 
антигены человека, существенно расширило представления об HLA-антигенах, о том, что они мо-
гут иметь сильные ассоциативные связи с одним заболеванием и умеренно или слабо выраженные – 
с другим. Анализ литературных данных показал, что для миелоидного лейкоза характерно сниже-
ние частоты встречаемости антигенов HLA-B13, B14, B40, чаще всего определяются антигены В16, 
Bw 22, В27. В данном исследовании с ОМЛ ассоциированы HLA-A*31, B*37. Фенотипы с антигенами 



966

Ramilyeva I.R. et al.
Рамильева И.Р. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

HLA-A*02, B*27, C*02, DRB1*01, *04, DQB1*06 обладают протективным эффектом в отношении раз-
вития данной патологии.

Проведенное исследование характеризует особенности распределения генов гистосовместимости 
у пациентов с ОМЛ, обнаружение HLA-маркеров, определяющие риск или устойчивость к возник-
новению данного заболевания. Установлены характерные специфические маркеры системы HLA 
у пациентов с ОМЛ населения республики, которые обуславливают максимальный риск развития за-
болевания. 

Ключевые слова: острый миелоидный лейкоз, антигены, HLA-система, молекулярно-генетический метод

DISTRIBUTION PATTERN FOR HLA SPECIFICITIES IN THE 
PATIENTS WITH ACUTE MYELOID LEUKEMIA
Ramilyeva I.R.a, Burkitbaev Zh.K.b, Abdrakhmanova S.A.a, 
Turganbekova A.A.a, Baimukasheva D.K.a, Zhiburt E.B.c 
a Scientific and Production Center of Transfusiology, Nur-Sultan, Republic of Kazakhstan 
b National Scientific Cancer Center, Nur-Sultan, Republic of Kazakhstan  
c N. Pirogov National Medical and Surgical Center, Moscow, Russian Federation

Abstract. The article presents a study on the distribution of gene polymorphisms in the histocompatibility 
antigens among the patients diagnosed with AML, and healthy donors in the Republic of Kazakhstan, as well 
as features of the HLA-A*, *B, Cw*, DRB1*, DQB1* distribution among the patients with acute myeloid 
leukemia (AML). HLA typing and data processing were performed at the Research and Production Center 
of Transfusiology, Nur-Sultan. A total of 3808 people were examined, including 3621 healthy blood donors 
and 187 patients diagnosed with AML. Genomic DNA for HLA typing was isolated from peripheral blood 
leukocytes by proteinase method using columns with silica membrane and using a set of reagents PROTRANS 
DNA BOX (Protrans, Germany). Typing of HLA-A, B, C, DRB1, DQB1 in the patients and blood donors was 
performed by polymerase chain reaction using commercial reagent kits from Protrans (PROTRANS HLA-
A*/B*/DRB1* Cyclerplate System, PROTRANS HLA-C* Cyclerplate System, PROTRANS HLA-DQB1* 
Cyclerplate System). 

HLA-A*31 (OR = 1.8; CI 1.16-2.79; p < 0.01) proved to be more common in the group of patients compared 
to the control group, which suggesting an association between AML and presence of this antigen. The control 
group showed an increased frequency of HLA-A*02 antigen (OR = 0.55; CI 0.41-0.75; p < 0.01). This antigen 
may be, therefore, exert a protective effect in AML development.

The studies of major histocompatibility complex which include HLA genes, did significantly expanded the 
understanding of HLA antigens which may have strong associative links with distinct diseases, and moderately 
or poorly expressed links in other disorders. Analysis of the literature data showed that myeloid leukemia is 
characterized by decreased frequency of HLA-B13, B14, B40 antigens, most often determined by antigens B16, 
Bw 22, B27. In this study, HLA-A*31, B*37 were associated with AML. Phenotypes with antigens HLA-A*02, 
B*27, C*02, DRB1*01, *04, DQB1*06 have a probable protective effect on the development of this pathology.

The study has determined some features of histocompatibility gene distribution in AML patients, detection 
of HLA-markers that determine the risk or resistance to the occurrence of this disease. We have established 
characteristic specific markers of HLA system among AML patients in Kazakhstan, which may be associated 
with higher risk of the disease.

Keywords: acute myeloblastic leukemia, antigens, HLA-system, molecular genetic method

Введение
Достижения в области изучения большого 

комплекса гистосовместимости, в состав кото-
рого входят лейкоцитарные антигены человека, 
существенно расширили представления о строе-
нии системы HLA. В настоящее время большой 

фактический материал свидетельствует о том, 
что HLA-антиген может иметь сильные ассоци-
ативные связи с одним заболеванием и умеренно 
или слабо выраженные – с другим [2, 3, 10, 13]. 

По литературным данным, для миелоидного 
лейкоза характерно снижение частоты встречае-
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мости антигенов HLA-B13, B14, B40, чаще все-
го определялись антигены В16, Bw 22, В27. Од-
нако статистически достоверны были различия 
для антигена В40. Исследователями также было 
установлено, что у больных с диагнозом «острый 
миелоидный лейкоз» в возрасте от 1 до 6 лет 
по сравнению с другими группами значительно 
увеличена частота встречаемости антигенов А2, 
А9, В5, В15, В40. Анализ частоты встречаемости 
этих антигенов в зависимости от продолжитель-
ности заболевания показал, что такие антигены, 
как А2 и В15, чаще встречаются у больных с более 
доброкачественным течением заболевания, а ан-
тигены А3, А10 встречаются реже у той же группы 
больных [4].

Острый миелоидный лейкоз (далее – ОМЛ) – 
это злокачественная опухоль миелоидного рост-
ка крови, которая характеризуется поражением 
костного мозга морфологически незрелыми кро-
ветворными (бластными) клетками с вытеснени-
ем ими нормальных элементов и инфильтрацией 
различных тканей и органов [1]. 

Среди гемобластозов острые лейкозы занима-
ют одно из первых мест по частоте встречаемости. 
Заболеваемость острыми лейкозами составляет 
в среднем 5 случаев на 100 000 населения в год. 
При этом ОМЛ составляет 75% из всех острых 
лейкозов. [9].

Целью исследования является изучение распре-
деления генетического полиморфизма антигенов 
гистосовместимости у пациентов с диагнозом 
«ОМЛ» и доноров (здоровых лиц) в Республике 
Казахстан.

Материалы и методы
Была изучена частота встречаемости HLA-

антигенов I класса (HLA-A, B) и II-класса (HLA-
DRB1, DQB1) у больных с ОМЛ и у доноров, 
проживающих в Казахстане. HLA-типирование 
и обработка данных выполнены в РГП на ПХВ 
«Научно-производственный центр трансфузио-
логии», г. Нур-Султан. 

Всего обследовано 3808 человек, из них: 3621 
здоровых доноров крови и 187 пациентов с диа-
гнозом «ОМЛ». 

Исходя из данных исследования, средний воз-
раст доноров (контрольная группа) составил 41 
год (диапазон от 18 до 64 лет), а пациентов (опыт-
ная группа) – 25 лет (диапазон от 2 до 65 лет). 
Также пациенты были распределены по полово-
му признаку, из них: 91 мужчин (48,6%), 96 жен-
щин (51,3%), среди доноров преобладали лица 
мужского пола – 2136 (59%) и 1485 (41%) соот-
ветственно.

Геномную ДНК для проведения типирования 
HLA-антигенов выделяли из лейкоцитов пери-
ферической крови протеиназным методом с ис-

пользованием колонок с силикагелевой мембра-
ной и с помощью набора реагентов PROTRANS 
DNA BOX (Protrans, Германия). Типирование 
(HLA-A, B, С, DRB1, DQB1) пациентов и доноров 
крови выполнено методом полимеразной цепной 
реакции, применялись коммерческие наборы 
реагентов фирмы Protrans – PROTRANS HLA-
A*/B*/DRB1* Cyclerplate System, PROTRANS 
HLA-C* Cyclerplate System, PROTRANS HLA-
DQB1* Cyclerplate System.

Все пациенты находились на лечении в кли-
нике АО «Национальный научный центр онколо-
гии и трансплантологии», г. Нур-Султан, и диа-
гноз был определен на основании протокола 
AML-2013KZ. 

Результаты оценены с использованием де-
скриптивных статистик, непараметрического 
χ2-критерия, отношения шансов (ОШ) и 95% до-
верительного интервала (95% ДИ).

Результаты
Результаты исследования представлены в та-

блицах 1-5. 
HLA-A*31 (OR = 1,8; CI 1,16-2,79; p < 0,01) 

чаще встречается в группе пациентов в сравнении 
с контрольной группой, что позволяет предполо-
жить наличие связи ОМЛ с данным антигено м. 

В контрольной группе было отмечено увели-
чение частоты встречаемости антигена HLA-A*02 
(OR = 0,55; CI 0,41-0,75; p < 0,01). Указанный 
антиген можно рассматривать как имеющий про-
тективный эффект в развитии ОМЛ. 

В ходе нашего исследования антиген данного 
локуса А*36 не был обнаружен.

Увеличение частоты встречаемости антигена 
HLA-В*37 (OR = 2,12; CI 1,17-3,82; p < 0,05) по-
зволяет констатировать ассоциацию ОМЛ с дан-
ным антигеном системы HLA. 

В контрольной группе было отмечено увеличе-
ние частоты встречаемости антигенов HLA-В*27 
(OR = 0,42; CI 0,2-0,9; p < 0,05), что позволяет 
предположить их протективный эффект в от-
ношении развития данной патологии. Следует 
отметить, что при нашем исследовании не были 
обнаружены антигены данного локуса В*42, *59, 
*78, *81, *82, *83. 

Присутствие антигена HLA-C*02 (OR = 0,37; 
CI 0,2-0,69; p < 0,01) чаще установлено в кон-
трольной группе, что позволяет предположить 
его протективный эффект в отношении развития 
ОМЛ. 

Присутствие антигенов HLA-DRB1*01 
(OR = 0,55; CI 0,33-0,91; p < 0,05), *04 (OR = 0,7; 
CI 0,49-1,01; p < 0,05), *16 (OR = 0,27; CI 0,07- 1,09; 
p < 0,05) чаще установлено в контрольной груп-
пе, следовательно, можно предположить их про-
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ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕР РАСПРЕДЕЛЕНИЯ HLA-АНТИГЕНОВ ЛОКУСА А У ПАЦИЕНТОВ С ОМЛ И ДОНОРОВ

TABLE 1. DISTRIBUTION OF HLA ANTIGENS OF LOCUS A IN PATIENTS WITH AML AND DONORS

Антигены HLA
HLA antigens

Пациенты
Patients

Доноры
Donors χ2 р

ОШ (ДИ 95%)
Odds ratio 

(confidence interval 95%)n % n %
А*01 28 15,0 706 19,5 2,34 p > 0,05 0,73 (0,48-1,10)
А*02 66 35,3 1802 49,8 14,90 p<0,01 0,55 (0,41-0,75)
А*03 26 13,9 703 19,4 3,49 p > 0,05 0,67 (0,44-1,02)
А*11 23 12,3 522 14,4 0,65 p > 0,05 0,83 (0,53-1,30)
А*23 8 4,3 148 4,1 0,05 p > 0,05 1,05 (0,51-2,17)
А*24 52 27,8 1036 28,6 0,06 p > 0,05 0,96 (0,69-1,33)
А*25 9 4,8 158 4,4 0,07 p > 0,05 1,11 (0,56-2,21)
А*26 13 7,0 325 9 0,90 p > 0,05 0,76 (0,43-1,35)
А*29 4 2,1 77 2,1 0 p > 0,05 1,01 (0,36-2,78)
А*30 10 5,3 219 6 0,15 p > 0,05 0,88 (0,46-1,68)
А*31 25 13,4 286 7,9 7,1 p < 0,01 1,8 (1,16-2,79)
А*32 14 7,5 168 4,6 3,17 p > 0,05 1,66 (0,94-2,93)
А*33 12 6,4 317 8,8 1,23 p > 0,05 0,71 (0,39-1,30)
A*34 0 0 6 0,2 0,31 p > 0,05 0 (0-0)

A*36 0 0 0 0 нз*
ns* p > 0,05 0 (0-0)

А*43 0 0 1 0 0,05 p > 0,05 0 (0-0)
A*66 0 0 26 0,7 1,35 p > 0,05 0 (0-0)
A*68 11 5,9 234 6,5 0,1 p > 0,05 0,9 (0,49-1,69)
A*69 0 0 6 0,2 0,31 p > 0,05 0 (0-0)
A*74 0 0 4 0,1 0,20 p > 0,05 0 (0-0)
A*80 0 0 1 0 0,05 p > 0,05 0 (0-0)

Примечание. нз* – не значимо.
Note. ns*, not significant.

тективный эффект в отношении развития данной 
патологии. 

В данном локусе среди пациентов не выявлено 
часто встречающихся антигенов, тогда как у здо-
ровых лиц преобладал HLA-DQB1*06 (OR = 0,69; 
CI 0,51-0,94; p < 0,05), что позволяет предполо-
жить наличие его протективного эффекта в отно-
шении развития ОМЛ. 

Обсуждение 
Исследуя HLA-A локус, было выявлено, что 

HLA-A*31 (OR = 1,8, CI 1,16-2,79, p < 0,01) чаще 
присутствует в группе пациентов, нежели в кон-
трольной группе. Эти результаты дают повод 
предположить наличие связи ОМЛ с данным 
антигеном. 

А в контрольной группе нами было замече-
но увеличение частоты встречаемости антигена 
HLA-A*02 (OR = 0,55, CI 0,41-0,75, p < 0,01). Ука-
занный антиген можно рассматривать как имею-

щий протективный эффект в развитии ОМЛ. 
Авторами аналогичных зарубежных публикаций 
была описана протективная роль гена HLA-A*11 
(исследование Ozdilli K. и соавт. в турецкой по-
пуляции) [11]. 

Данные об увеличении частоты встречаемо-
сти антигена HLA-В*37 (OR = 2,12, CI 1,17-3,82, 
p < 0,05) позволяют констатировать ассоциацию 
ОМЛ с данным антигеном системы HLA, в то вре-
мя как в зарубежной литературе гены HLA-B*07, 
*49 оценивают как гены, имеющие предраспола-
гающий эффект к развитию ОМЛ [5, 11]. 

В контрольной группе наблюдалось увеличе-
ние частоты встречаемости антигенов HLA-В*27 
(OR = 0,42, CI 0,2-0,9, p < 0,05), что позволяет 
предположить их протективный эффект в отно-
шении развития данной патологии. По результа-
там многофакторного исследования Fernandes T. 
и соавт. демонстрируют HLA-B*38, *40 как гены, 
обладающие протективным эффектом к разви-
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ТАБЛИЦА 2. ХАРАКТЕР РАСПРЕДЕЛЕНИЯ HLA-АНТИГЕНОВ ЛОКУСА В У ПАЦИЕНТОВ С ОМЛ И ДОНОРОВ

TABLE 2. DISTRIBUTION OF HLA ANTIGENS OF LOCUS B IN PATIENTS WITH AML AND DONORS

Антигены HLA
HLA antigens

Пациенты
Patients

Доноры
Donors χ2 р

ОШ (ДИ 95%)
Odds ratio 

(confidence interval 95%)n % n %

B*07 26 13,9 519 14,4 0,03 p > 0,05 0,96 (0,63-1,47)

B*08 13 7 310 8,6 0,62 p > 0,05 0,79 (0,45-1,41)

B*13 27 14,4 505 14 0,02 p > 0,05 1,04 (0,68-1,58)

B*14 7 3,7 131 3,6 0,006 p > 0,05 1,03 (0,48-2,24)

B*15 25 13,4 475 13,2 0,006 p > 0,05 1,02 (0,66-1,57)

B*18 16 8,6 202 5,6 2,87 p > 0,05 1,58 (0,93-2,68)

B*27 7 3,7 306 8,5 5,28 p < 0,05 0,42 (0,2-0,9)

B*35 29 15,5 721 20 2,25 p > 0,05 0,73 (0,49-1,10)

B*37 13 7 123 3,4 6,45 p<0,05 2,12 (1,17-3,82)

B*38 11 5,9 191 5,3 0,12 p > 0,05 1,12 (0,60-2,09)

B*39 5 2,7 115 3,2 0,15 p > 0,05 0,83 (0,34-2,07)

B*40 37 19,8 571 15,8 2,07 p > 0,05 1,31 (0,91-1,90)

B*41 4 2,1 78 2,2 НЗ* p > 0,05 0,99 (0,36-2,73)

B*42 0 0 0 0 НЗ* p > 0,05 0 (0-0)

B*44 21 11,2 510 14,1 1,25 p > 0,05 0,77 (0,48-1,22)

B*45 0 0,0 11 0,3 0,57 p > 0,05 0 (0-0)

B*46 9 4,8 133 3,7 0,63 p > 0,05 1,32 (0,66-2,64)

B*47 0 0 9 0,2 0,46 p > 0,05 0 (0-0)

B*48 9 4,8 178 4,9 0,006 p > 0,05 0,97 (0,49-1,93)

B*49 7 3,7 128 3,5 0,02 p > 0,05 1,06 (0,49-2,30)

B*50 13 7, 193 5,4 0,89 p > 0,05 1,32 (0,74-2,36)

B*51 25 13,4 507 14,1 0,07 p > 0,05 0,94 (0,61-1,45)

B*52 11 5,9 204 5,7 0,02 p > 0,05 1,04 (0,56-1,95)

B*53 1 0,5 18 0,5 0,005 p > 0,05 1,07 (0,14-8,07)

B*54 3 1,6 87 2,4 0,50 p > 0,05 0,66 (0,21-2,11)

B*55 3 1,6 118 3,3 1,60 p > 0,05 0,48 (0,15-1,53)

B*56 0 0 45 1,2 2,36 p > 0,05 0 (0-0)

B*57 7 3,7 193 5,4 0,92 p > 0,05 0,69 (0,32-1,48)

B*58 15 8 265 7,3 0,12 p > 0,05 1,1 (0,64-1,89)

B*59 0 0 0 0 НЗ* p > 0,05 0 (0-0)

B*67 0 0 10 0,3 0,52 p > 0,05 0 (0-0)

B*73 0 0 12 0,3 0,62 p > 0,05 0 (0-0)

B*78 0 0 0 0 НЗ* p > 0,05 0 (0-0)

B*81 0 0 0 0 НЗ* p > 0,05 0 (0-0)

B*82 0 0 0 0 НЗ* p > 0,05 0 (0-0)

B*83 0 0 0 0 НЗ* p > 0,05 0 (0-0)

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.
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ТАБЛИЦА 3. ХАРАКТЕР РАСПРЕДЕЛЕНИЯ HLA-АНТИГЕНОВ ЛОКУСА С У ПАЦИЕНТОВ С ОМЛ И ДОНОРОВ

TABLE 3. DISTRIBUTION OF HLA ANTIGENS OF LOCUS С IN PATIENTS WITH AML AND DONORS

Антигены HLA
HLA antigens

Пациенты
Patients

Доноры
Donors χ2 р

ОШ (ДИ 95%)
Odds ratio 

(confidence interval 95%)n % n %

C*01 22 11,8 492 13,7 0,59 p > 0,05 0,84 (0,53-1,32)

C*02 11 5,9 512 14,3 10,52 p < 0,01 0,37 (0,20-0,69)

C*03 52 27,8 1058 29,5 0,26 p > 0,05 0,92 (0,66-1,28)

C*04 28 15 689 19,2 2,1 p > 0,05 0,74 (0,49-1,11)

C*05 7 3,7 200 5,6 1,16 p > 0,05 0,66 (0,30-1,42)

C*06 56 29,9 934 26,1 1,38 p > 0,05 1,21 (0,88-1,67)

C*07 60 32,1 1356 37,9 2,52 p > 0,05 0,78 (0,57-1,06)

C*08 22 11,8 414 11,6 0,007 p > 0,05 1,02 (0,65-1,61)

C*12 38 20,3 676 18,9 0,24 p > 0,05 1,1 (0,76-1,58)

C*14 8 4,3 134 3,7 0,14 p > 0,05 1,15 (0,55-2,38)

C*15 11 5,9 356 9,9 3,33 p > 0,05 0,57 (0,31-1,05)

C*16 5 2,7 116 3,2 0,18 p > 0,05 0,82 (0,33-2,03)

C*17 4 2,1 89 2,5 0,09 p > 0,05 0,86 (0,31-2,36)

C*18 0 0 1 0 0,052 p > 0,05 0 (0-0)

ТАБЛИЦА 4. ХАРАКТЕР РАСПРЕДЕЛЕНИЯ HLA-АНТИГЕНОВ ЛОКУСА DRB1 У ПАЦИЕНТОВ С ОМЛ И ДОНОРОВ

TABLE 4. DISTRIBUTION OF HLA ANTIGENS OF LOCUS DRB1 IN PATIENTS WITH AML AND DONORS

Антигены HLA
HLA antigens

Пациенты
Patients

Доноры
Donors

χ2 р
ОШ (ДИ 95%)

Odds ratio 
(confidence interval 95%)n % n %

DRB1*01 17 9,1 553 15,4 5,50 p < 0,05 0,55 (0,33-0,91)

DRB1*03 30 16 665 18,5 0,71 p > 0,05 0,84 (0,56-1,26)

DRB1*04 38 20,3 960 26,7 3,73 p > 0,05 0,7 (0,49-1,01)

DRB1*07 53 28,3 887 24,7 1,28 p > 0,05 1,21 (0,87-1,67)

DRB1*08 18 9,6 365 10,2 0,05 p > 0,05 0,94 (0,57-1,55)

DRB1*09 16 8,6 208 5,8 2,45 p > 0,05 1,52 (0,90-2,59)

DRB1*10 11 5,9 133 3,7 2,31 p > 0,05 1,63 (0,86-3,06)

DRB1*11 43 23 643 17,9 3,12 p > 0,05 1,37 (0,96-1,95)

DRB1*12 14 7,5 288 8 0,08 p > 0,05 0,93 (0,53-1,62)

DRB1*13 37 19,8 738 20,5 0,060 p > 0,05 0,95 (0,66-1,38)

DRB1*14 18 9,6 410 11,4 0,56 p > 0,05 0,83 (0,50-1,36)

DRB1*15 37 19,8 861 23,9 1,70 p > 0,05 0,78 (0,54-1,13)

DRB1*16 2 1,1 140 3,9 3,93 p < 0,05 0,27 (0,07-1,09)
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ТАБЛИЦА 5. ХАРАКТЕР РАСПРЕДЕЛЕНИЯ HLA-НТИГЕНОВ ЛОКУСА DQB1 У ПАЦИЕНТОВ С ОМЛ И ДОНОРОВ

TABLE 5. DISTRIBUTION OF HLA ANTIGENS OF LOCUS DQB1 IN PATIENTS WITH AML AND DONORS

Антигены HLA
HLA antigens

Пациенты
Patients

Доноры
Donors χ2 р

ОШ (ДИ 95%)
Odds ratio 

(confidence interval 95%)n % n %

DQB1*02 71 38 1340 37,5 0,02 p > 0,05 1,02 (0,75-1,38)

DQB1*03 112 59,9 2319 64,8 1,91 p > 0,05 0,81 (0,60-1,09)

DQB1*04 14 7,5 282 7,9 0,04 p > 0,05 0,95 (0,54-1,65)

DQB1*05 48 25,7 1128 31,5 2,86 p > 0,05 0,75 (0,54-1,05)

DQB1*06 65 34,8 1555 43,5 5,52 p < 0,05 0,69 (0,51-0,94)

тию ОМЛ в турецкой и мексиканской популя-
циях [8, 11]. Присутствие антигена HLA-C*02 
(OR = 0,37, CI 0,2-0,69, p < 0,01) чаще установ-
лено в контрольной группе, что позволяет пред-
положить его протективный эффект в отноше-
нии развития ОМЛ. В аналогичных публикациях 
выделяют ген HLA-C*03, который был отмечен 
как предрасполагающий к развитию ОМЛ [14]. 

Присутствие антигенов HLA-DRB1*01 
(OR = 0,55, CI 0,33-0,91, p < 0,05), *04 (OR = 0,7, 
CI 0,49-1,01, p < 0,05), *16 (OR = 0,27, CI 0,07-
1,09, p < 0,05) чаще установлено в контрольной 
группе, что позволяет рассматривать их протек-
тивный эффект в отношении развития данной 
патологии, что нашло подтверждение в анало-
гичных зарубежных публикациях о роли HLA-
DRB1*04 гена [12]. 

Согласно литературным данным, выделя-
ют гены HLA-DRB1*03, *07, *08, *11, *13, *15 
как предрасполагающие к развитию ОМЛ, что 
не было выявлено среди наших пациентов [6, 7, 
11, 12]. 

В HLA-DQB1*06 локусе среди пациентов 
не было отмечено достоверных значений, тогда 
как у здоровых лиц преобладал HLA-DQB1*06 
(OR = 0,69, CI 0,51-0,94, p < 0,05), что позволя-
ет предположить наличие его протективного эф-
фекта в отношении развития ОМЛ. Группа иссле-
дователей отмечает среди бразильской, иранской 
популяций HLA-DQB1*03, *04 как защитный ген 
в отношении развития ОМЛ [7, 12]. 

По результатам исследования следует отме-
тить, что многочисленные подобные публикации 

подтверждают наши данные, однако имеются 
и противоречивые выводы. Это обусловлено не-
достаточностью обследованных когорт, что яв-
ляется основой для дальнейшего исследования. 
Полученные данные могут быть использованы 
при изучении данной патологии, ассоциирован-
ной с HLA-антигенами.

Заключение 
Проведенный анализ выявил характерный 

профиль распределения специфичностей систе-
мы HLA у пациентов с ОМЛ. Изучение распре-
деления антигенов системы HLA у пациентов 
с ОМЛ позволило констатировать существование 
ассоциативных связей между наличием в фено-
типе пациентов HLA-A*31, B*37 и развитием 
ОМЛ. Предположительно установлена протек-
тивная роль в отношении данной патологии ряда 
антигенов HLA-A*02, B*27, C*02, DRB1*01, *04, 
DQB1*06. 

Проведенное исследование характеризу-
ет особенности распределения генов гистосо-
вместимости у пациентов с ОМЛ, обнаружение 
HLA-маркеров, определяющие риск или устой-
чивость к возникновению данного заболевания. 
Установлены характерные специфические мар-
керы системы HLA у пациентов с ОМЛ населе-
ния республики, которые обуславливают макси-
мальный риск развития заболевания. 
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ОСОБЕННОСТИ ВЛИЯНИЯ ТЯЖЕСТИ ТРЕВОЖНО-
ДЕПРЕССИВНЫХ РАССТРОЙСТВ НА СОСТОЯНИЕ 
НЕЙРОПЕПТИДНО-ЦИТОКИНОВОГО СТАТУСА ИММУННОЙ 
СИСТЕМЫ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ВАРИАНТАХ КЛИНИЧЕСКОГО 
ТЕЧЕНИЯ ХРОНИЧЕСКОЙ ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНИ 
СЕРДЦА
Герцев А.В.1, 2, Ищук В.Н.1, 2, Закревский Ю.Н.3
1 ФГБВОУ ВО «Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова», Санкт-Петербург, Россия 
2 ФГБУ «Всероссийский центр экстренной и радиационной медицины имени А.М. Никифорова» МЧС России,  
Санкт-Петербург, Россия  
3 Объединенное стратегическое командование «Север», Россия

Резюме. Встречаемость ИБС в сочетании с тревожно-депрессивными нарушениями широко 
распространена в клинической практике. У таких пациентов расстройства аффективного спектра 
значительно утяжеляют течение кардиологической патологии в виде прогрессирования атероскле-
ротического процесса и отягощают прогноз. Особое значение в проатерогенном действии в очагах 
атеросклероза отведено маркерам иммунного воспаления, и прежде всего цитокинам. Основными 
регуляторами таких процессов на нейроиммунном уровне являются эндогенные опиатные пептиды. 
Отмечена их роль в стабилизации содержания цитокинов при развитии воспаления в атеросклеро-
тической бляшке и в процессе адаптации сердечной мышцы к стрессовым воздействиям. Несмотря 
на наличие достоверных данных о роли маркеров иммунного воспаления в атерогенезе, обоснован-
ности регулирующего значения в этом процессе опиатных пептидов, до сих пор открытыми остаются 
вопросы о влиянии расстройств аффективного спектра на нейропептидно-цитокиновый статус им-
мунной системы у пациентов с хронической формой ИБС, а также в каком диапазоне будут прослежи-
ваться эти изменения при болевой и безболевой ишемии миокарда. В связи с чем целью настоящего 
исследования явилась оценка влияния тяжести тревожно-депрессивных нарушений на нейропептид-
но-цитокиновый статус иммунной системы у больных с хронической формой ИБС при различных 
клинических вариантах ее течения, а также сравнительная характеристика степени этих изменений 
при болевой и безболевой ишемии миокарда.

Были сформированы группы, которые, в свою очередь, распределены на подгруппы по наличию 
у них в процентном соотношении болевых и безболевых эпизодов стенокардии: 1-я (n = 36) – паци-
енты с хронической ИБС, протекающей на фоне тревожно-депрессивных расстройств умеренного 
характера; 2-я (n = 34) – обследуемые с хронической ИБС и тревожно-депрессивными нарушениями 
легкой степени; 3-я (n = 20) – пациенты с хронической ИБС без тревожно-депрессивных расстройств; 
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4-я (n = 22) – контроль (здоровые лица). По наличию болевых и безболевых эпизодов стенокардии 
авторами выделено: в 1-й группе пациентов болевая форма ИБС выявлена у 44% обследованных 
(n = 17), безболевая форма ИБС установлена у 56% больных (n = 19); во 2-й группе пациентов болевая 
форма ИБС – у 52% обследованных (n = 18), безболевая форма ИБС – у 48% (n = 16); в 3-й группе 
болевая форма ИБС подтверждена у 37% больных (n = 8), безболевая форма ИБС – у 63% пациентов 
(n = 12). Во всех группах исследовали состояние психофизиологического статуса (психологическое 
тестирование), уровень вегетативной регуляции (β-эндорфин), оценивали функцию сердечно-со-
судистой системы (СМЭКГ) и показатели содержания в периферической крови TNFα, IL-1β, IL-6 
и IL-4, IL-10. 

В ходе проведенного клинико-лабораторного обследования авторами установлено, что у пациен-
тов с хронической формой ИБС тревожно-депрессивные нарушения оказывают прямое патологи-
ческое воздействие на нейропептидно-цитокиновый статус иммунной системы в виде подавления 
β-эндорфина, повышения уровня содержания провоспалительных и снижения противовоспалитель-
ных цитокинов. При этом наиболее значимые изменения происходят у обследуемых с безболевой 
ишемией миокарда.

Ключевые слова: ишемическая болезнь, атеросклероз, тревожность, депрессия, β-эндорфин, цитокины

IMPACT OF ANXIETY AND DEPRESSIVE DISORDERS ON THE 
NEUROPEPTIDE-CYTOKINE STATUS OF IMMUNE SYSTEM IN 
VARIOUS VARIANTS OF THE CLINICAL COURSE OF CHRONIC 
ISCHEMIC HEART DISEASE
Gertsev A.V.a, b, Ischuk V.N.a, b, Zakrevsky Yu.N.с
a S. Kirov Military Medical Academy, St. Petersburg, Russian Federation  
b А. Nikiforov Russian Center of Emergency and Radiation Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
с “North” Joint Strategic Command, Russian Federation 

Abstract. Occurrence of coronary artery disease in combination with anxiety-depressive disorders is 
common in clinical practice. In such patients, affective disorders significantly may cause progression of 
atherosclerotic processes, thus complicating the course of cardiac pathology and prognosis. Distinct markers 
of immune inflammation, first of all, cytokines are of particular importance for the pro-atherogenic effects in 
atherosclerotic foci. Endogenous opiate peptides are considered the main regulators of these processes at the 
neuroimmune level. Their role for stabilization of cytokine levels in evolving inflammation in atherosclerotic 
plaque, and during adaptation of heart muscle to stressful effects was previously shown. Despite reliable data on 
the role of immune inflammatory markers in atherogenesis, the validity of the regulatory role of opiate peptides 
in this process, questions still exist about the effects of affective disorders upon neuropeptide-cytokine status 
of the immune system in the patients with chronic ischemic heart disease (IHD). Another issue concerns the 
ranges of these changes in painful and painless forms of myocardial ischemia.

Therefore, the purpose of our study was to assess the impact of severity of anxiety-depressive disorders upon 
the neuropeptide-cytokine status of immune system in patients with various clinical variants of chronic IHD, 
as well as comparisons of these changes expressed in painlul and painless myocardial ischemia.

Appropriate groups were formed, then being divided into subgroups, according to the percentage of painful 
and painless episodes of angina pectoris: Group 1 (n = 36) included patients with chronic coronary artery 
disease occurring and moderate-grade anxiety/depression; Group 2 (n = 34) consisted of patients with chronic 
coronary artery disease and mild anxiety-depressive disorders; Group 3 (n = 20) included patients with chronic 
coronary artery disease without anxiety and depressive disorders; Group 4 (n = 22) represented controls (healthy 
persons). As based on presence of painful and painless episodes of stenocardia, the following subgroups were 
specified: in the 1st group of patients, painful form of IHD was detected in 44% of cases (n = 17); painless form 
of IHD was detected in 56% of patients (n = 19); in the 2nd group of patients, painful form of IHD is in 52% of 
the examined persons (n = 18), painless form of IHD was revealed in 48% of cases (n = 16); in the 3rd group, the 
painful form of IHD was confirmed in 37% of patients (n = 8), painless form of IHD was observed in 63% of 
patients (n = 12). In all these groups, the following parameters were evaluated: the state of psychophysiological 
status determined by psychological testing, the levels of vegetative regulation (β-endorphin), the function of 
cardiovascular system (SMECG), and the levels of peripheral blood TNFα, IL-1β, IL-6 and IL-4, IL-10 were 
also measured.
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As based on the data of clinical and laboratory examination, we have suggested that, in the patients with 
chronic IHD, anxiety and depressive disorders exert a direct pathological effect on the neuropeptide-cytokine 
status of immune system expressed as suppression of β-endorphin, increased level of pro-inflammatory 
cytokines and a decrease in anti-inflammatory factors. Meanwhile, these changes are especially pronounced in 
the patients with painless myocardial ischemia.

Keywords: ischemic disease, atherosclerosis, anxiety, depression, β-endorphin, cytokines

Введение
Тревожно-депрессивные нарушения в комор-

бидности с заболеваниями сердечно-сосудистой 
системы широко распространены в клинике 
внутренних болезней. При этом наибольшую ак-
туальность в клинической практике приобрело 
наличие тревожно-депрессивных расстройств 
у пациентов с ишемической болезнью серд-
ца (ИБС) [11]. У таких пациентов расстройства 
аффективного спектра значительно утяжеляют 
течение кардиологической патологии, способ-
ствуют прогрессированию атеросклеротических 
процессов и приводят к более раннему возник-
новению осложнений в виде инфаркта миокарда 
и инсультов [2, 9]. Среди основных патофизиоло-
гических механизмов воздействия тревожно-де-
прессивных расстройств на атеросклеротический 
процесс у больных с ИБС следует рассматривать 
такие, как нарушение взаимодействий между 
вегетативной нервной и иммунной системами, 
активация в атеросклеротической бляшке им-
мунного воспаления, формирование дисбаланса 
между действием провоспалительных и противо-
воспалительных цитокинов [1, 6]. 

Отмечено особое значение маркеров иммун-
ной системы, и прежде всего цитокинов, ока-
зывать проатерогенное действие в очагах атеро-
склероза [10]. Так, TNFα усиливает экспрессию 
на эндотелии молекул адгезии, активирует ма-
крофаги, нейтрофилы, способствует секреции 
простагландинов и обусловливает синтез белков 
острой фазы воспаления [4, 5]. IL-1β запускает 
каскад воспалительных процессов после повреж-
дения эндотелиальной стенки, а IL -6 способству-
ет активации эндотелия, усиливает ее адгезивную 
способность к тромбоцитам и лейкоцитам, что 
приводит к пролиферации гладкомышечных эле-
ментов сосудистого русла [12, 13].

Регуляторами провоспалительных и противо-
воспалительных цитокинов при атеросклеро-
тическом процессе являются эндогенные опи-
атные пептиды вегетативной нервной системы 
(ВНС) [3]. Особая роль здесь принадлежит опи-
оидным пептидам из группы пропиомеланокор-
тина, и в первую очередь β-эндорфину. Отмечена 
способность β-эндорфина к регуляции продук-
ции цитокинов при развитии воспалительных 
процессов во время стресса и депрессивных на-
рушениях [7]. Кроме того, β-эндорфин участвует 
в формировании устойчивой противовоспали-
тельной активности при прогрессировании им-

мунного воспаления и тем самым поддерживает 
компенсаторно-приспособительный характер 
иммунной системы на фоне неблагоприятных 
внешних и внутренних условий [14, 15]. Высо-
кая активность β-эндорфина повышает устойчи-
вость миокарда к ишемическим повреждениям 
на фоне эмоциональных нагрузок, а также в про-
цессе адаптации сердечной мышцы к стрессовым 
воздействиям [8].

Таким образом, из вышесказанного следует, 
что атеросклеротические изменения в миокарде 
являются следствием сложных процессов нейро-
иммунных взаимодействий, при которых основ-
ная роль отведена цитокиновым звеньям иммун-
ной системы и эндогенным опиатным пептидам. 
Их участие в атеросклеротическом процессе, 
как правило, строго коррелирует с наличием хро-
нических стрессов в анамнезе и, как следствие, 
будет являться неблагоприятным прогностиче-
ским фактором не только в формировании тре-
вожно-депрессивных нарушений, но и в плане 
прогрессирования кардиологической патологии.

Тем не менее до настоящего времени откры-
тыми остаются вопросы о влиянии расстройств 
аффективного спектра на нейропептидно-цито-
киновый статус иммунной системы у пациентов 
с хронической формой ИБС, а также в каком 
диапазоне будут прослеживаться эти изменения 
при болевой и безболевой ишемии миокарда. 
Полученные данные будут способствовать рас-
крытию дополнительных звеньев патогенеза при 
атеросклеротическом процессе на уровне нейро-
иммунных взаимодействий, что позволит объ-
ективизировать целесообразность применения 
в терапии больных с ИБС и тревожно-депрес-
сивными нарушениями не только стандартных 
кардиотропных средств, но и препаратов психо-
тропного действия в комплексе с лечением пси-
хотерапевтической направленности. 

В связи с этим целью настоящего исследования 
явилась оценка влияния тяжести тревожно-де-
прессивных нарушений на нейропептидно-ци-
токиновый статус иммунной системы у больных 
с хронической формой ИБС при различных кли-
нических вариантах ее течения, а также сравни-
тельная характеристика степени этих изменений 
при болевой и безболевой ишемии миокарда.

Материалы и методы
Провели клиническое обследование 90 боль-

ных (мужчин) в возрасте от 45 до 58 лет, средний 
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возраст – (51,0±6,4) лет. Все обследуемые пред-
ставлены пациентами с хронической формой 
ИБС, протекающей с болевыми и безболевыми 
эпизодами стенокардии (I25 по МКБ-10) в ко-
морбидности с тревожно-депрессивными рас-
стройствами (F41.2 по МКБ-10) различной сте-
пени выраженности. Длительность наблюдения 
за больными составила 22±7,3 суток.

Исследования проводили в клинике военно-
морской терапии Военно-медицинской акаде-
мии имени С.М. Кирова, углубленное лаборатор-
ное обследование – в научно-исследовательской 
лаборатории клеточного и гуморального имму-
нитета Всероссийского центра экстренной и ра-
диационной медицины имени А.М. Никифорова 
МЧС России (Санкт-Петербург).

Для решения задач, поставленных в насто-
ящей работе, сформированы группы больных 
в коморбидности с тревожно-депрессивными на-
рушениями: 

1-я (n = 36) – пациенты с хронической ИБС, 
протекающей на фоне тревожно-депрессивных 
расстройств умеренного характера; 2-я (n = 34) – 
обследуемые с хронической ИБС и тревожно-де-
прессивными нарушениями легкой степени; 3-я 
(n = 20) – пациенты с хронической ИБС без тре-
вожно-депрессивных расстройств; 4-я (n = 22) – 
контроль (здоровые лица).

Критерием исключения являлись пациенты 
с активным воспалительным процессом, онко-
логическими заболеваниями и с заболеваниями 
иммунной системы. 

С целью исследования степени влияния тяже-
сти тревожно-депрессивных нарушений на со-
стояние нейропептидно-цитокинового статуса 
иммунной системы при различных вариантах 
течения хронической ИБС было проведено кли-
нико-лабораторное исследование. В группах 
обследования исследовали состояние психофи-
зиологического статуса, уровень вегетативной 
регуляции, оценивали функцию сердечно-сосу-
дистой системы и показатели содержания в пери-
ферической крови цитокинов провоспалитель-
ного и противовоспалительнго спектра.

Психологические и психофизиологические 
процессы исследовали с помощью стандарти-
зированного многофакторного исследования 
личности (СМИЛ), являющегося адаптивным 
вариантом Миннесотского многопрофильного 
личностного опросника (MMPI), 8-цветового те-
ста Люшера, шкал самооценки Спилбергера–Ха-
нина реактивной и личностной тревожности.

Проанализировали показатели следующих 
шкал теста СМИЛ: HS (ипохондрическая фикса-
ция), D (склонность к депрессивным реакциям), 
HY (склонность к истероидным реакциям), PD 
(психопатические отклонения), PA (склонность 
к паранойяльным реакциям), РТ (склонность 
к психоастеническим реакциям).

Использовали показатели теста Люшера: 
ЛрCТР (наличие стрессового состояния), ЛрТР 
(тревожность), Лр85 (концентричность/эксцен-
тричность), ЛрNO-1 (отклонение от аутогенной 
нормы), ЛрN-1 (отклонение от общей нормы), 
ЛрЛИЧ (баланс личностных свойств), ЛрВНС 
(вегетативный индекс, характеризующий баланс 
вегетативной нервной системы).

Наличие хронической ИБС верифицировали 
в стационарных условиях посредством исследо-
вания сердечно-сосудистой системы с приме-
нением объективных данных (жалобы, анамнез) 
и инструментальных методов исследования (ЭКГ, 
суточное мониторирование ЭКГ с нагрузочными 
пробами, ЭхоКГ). 

Для оценки функции сердечно-сосудистой 
системы при ИБС в настоящей работе оценивали 
показатели суточного мониторирования ЭКГ.

Использовали стандартное расположение 
электродов на грудной клетке с целью получе-
ния модифицированных грудных отведений V1 
и V5. Последующий анализ результатов позволял 
выявлять характер нарушений ритма и прово-
димости, транзиторное снижение сегмента S-T, 
суточную циркадность показателей вариабельно-
сти ритма сердца. Оценивали показатели: коли-
чество, продолжительсноть болевых и безболе-
вых приступов стенокардии, глубину депрессии 
сегмента S-T, ЧСС в начале ишемических эпизо-
дов. Ишемическими изменениями ЭКГ считали 
горизонтальную или косовосходящую депрессию 
сегмента S-T на 1,0-1,5 мм и более, подъем ST-
сегмента на 2 мм, а также преходящую инверсию 
зубца Т.

Во всех группах обследования в стационар-
ных условиях было установлено наличие болевых 
и безболевых эпизодов стенокардии, среди кото-
рых выделили: в 1-й группе пациентов болевую 
форму ИБС у 44% обследованных (n = 17), без-
болевая форма ИБС установлена у 56% больных 
(n = 19); во 2-й группе пациентов болевая фор-
ма ИБС выявлена у 52% обследованных (n = 18), 
безболевая форма ИБС – у 48% (n = 16); в 3-й 
группе болевая форма ИБС подтверждена у 37% 
обследованных (n = 8), безболевая форма ИБС – 
у 63% пациентов (n = 12). Во всех группах бо-
левые и безболевые эпизоды ишемии миокарда 
по своему эквиваленту, согласно принятой клас-
сификации Канадского общества кардиологов, 
соответствовали I-II функциональному классу 
стенокардии.

Состояние надсегментарного аппарата ВНС 
оценивали путем определения уровня содер-
жания в периферической крови опиоидного 
пептида из группы пропиомеланокортина – 
β-эндорфина с применением зарубежных тест-
систем фирмы BioSource International (США, Ка-
лифорния). Чувствительность метода составила  
0,04-0,06 пг/мл.
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Цитокиновый статус иммунной систе-
мы исследовали с применением тест-систем 
оте чественного и зарубежного производства 
по определению в сыворотке крови пациентов 
цитокинов провоспалительного (TNFα, IL-1β, 
IL-6) и противовоспалительного (IL-4, IL-10) 
спектра методом иммуноферментного анали-
за. Применяли тест-системы фирмы BioSource 
International (США, Калифорния) для опреде-
ления в сыворотке крови IL-1β, IL-4 и фирмы 
ProCon (Санкт-Петербург) – TNFα, IL-6, IL-10. 
Чувствительность тест-систем для определения 
цитокинов – 2 пг/мл, β-эндорфина – 0,04-0,06 
пг/мл.

Математическую обработку данных осуще-
ствили на IBM-совместимом персональном 
компьютере. Электронную базу данных создали 
в программной среде Microsoft Excel 2007, ста-
тистический анализ выполнили с помощью па-
кета прикладных программ Statistica for Windows 
6.0 (StatSoft, США). Предварительно оценивали 
соответствие исследуемых выборок закону нор-
мального распределения. Определяли среднее 
арифметическое и его стандартное отклонение 
(M±SD), 95%-доверительный интервал для сред-
него (M±m). 

Результаты
Психический и психофизиологический статус
Изученные нами индивидуально-личностные 

особенности с помощью теста СМИЛ показали, 
что у обследуемых 1-й группы имело место бо-
лее значимое повышение значений по шкалам 
невротической триады D, НS, HY, а также шкал 
PD, РA и Рt, что свидетельствует о более высо-
ком депрессивном состоянии у этих больных 
по сравнению с пациентами группы 2 (p < 0,05). 
По данным 8-цветового теста Люшера в 1-й груп-
пе по отношению к пациентам 2-й группы наи-
более значимые различия наблюдались по по-
казателям стрессового состояния, тревожности, 
концентричности/ эксцентричности, вегета-
тивного индекса и отклонения от общей нормы 
(p < 0,05). При анализе шкал теста Спилберге-
ра–Ханина было установлено, что у пациентов 
1-й группы имеет место повышенная реактивная 
тревожность, которая проявлялась в виде стой-
кой напряженности, беспокойством, нарушени-
ем внимания и тревогой (p < 0,05). Личностная 
тревожность у этих больных характеризовалась 
склонностью воспринимать большой круг ситу-
аций как угрожающие, опасные и прямо корре-
лировала с наличием невротического конфликта, 
эмоциональными и невротическими срывами 
(p < 0,05). 

Во 2-й группе реактивная и личностная тре-
вожность проявлялась легкими беспокойствами, 
напряжением, меньшей склонностью к пережи-
ваниям и большей устойчивостью к воздействию 
стрессорных социальных факторов. 

В 3-й группе каких-либо значимых отклоне-
ний от основных показателей по шкалам теста 
СМИЛ, 8-цветового теста Люшера, реактивной 
и личностной тревожности по тесту Спилберге-
ра–Ханина выявлено не было, что значимо от-
личалось от аналогичных показателей 1-й и 2-й 
групп обследуемых (p < 0,05). 

Таким образом, выявленные изменения пси-
хического и психофизиологического статуса 
в 1-й группе обследуемых свидетельствуют о на-
личии у них стойких (умеренных) депрессивных 
реакций, стрессового состояния, психопатиче-
ских и психоастенических проявлений личности, 
а также неустойчивости вегетативной регуляции 
в виде симпатикотонического типа (эрготроп-
ный тонус) вегетативных влияний. Кроме того, 
тест Спилбергера–Ханина показал, что в группе 
этих испытуемых имеют место реактивная и лич-
ностная тревожности, которые нами расценены 
как умеренные. 

Оценка функции сердечно-сосудистой системы
После проведения суточного мониторирова-

ния ЭКГ в группах обследуемых были получены 
следующие результаты: 

– у больных с хронической ИБС и умеренны-
ми тревожно-депрессивными нарушениями ко-
личество болевых и безболевых эпизодов ишемии 
миокарда за сутки при ходьбе, а также на фоне 
малых физических нагрузок (лестничная проба) 
значимо превышали аналогичные показатели 
во 2-й и 3-й группах обследуемых (p < 0,05). Про-
должительность болевых и безболевых эпизодов 
ишемии миокарда у таких больных также значи-
мо превышала аналогичные показатели больных 
2-й и 3-й групп (p < 0,05); 

– у пациентов с хронической ИБС и тревож-
но-депрессивными нарушениями легкой степе-
ни количество болевых и безболевых эпизодов 
ишемии миокарда за сутки, а также их продол-
жительность значимо были выше имеющихся из-
менений, чем в группе обследуемых без тревож-
но-депрессивных расстройств (p < 0,05).

Из вышесказанного следует заключить, что 
у пациентов с хронической ИБС и умеренными 
тревожно-депрессивными нарушениями отмеча-
ется большее количество болевых и безболевых 
эпизодов ишемии миокарда, которые по продол-
жительности становились длительнее и провоци-
ровались меньшими физическими нагрузками, 
чем группах других больных. 

Состояние надсегментарной области ВНС
При анализе уровня содержания β-эндорфина 

в периферической крови в группах обследования 
нами было выявлено достоверно значимое сни-
жение данного показателя в 1-й группе пациен-
тов по отношению ко 2-й (р < 0,05) и 3-й (p < 0,05) 
группам. Значимое снижение β-эндорфина так-
же было установлено у пациентов во 2-й группе 
по отношению к обследуемым группы 3 (p < 0,05) 
(табл. 1).
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Кроме того, было отмечено повышение уров-
ня β-эндорфина в в группах пациентов с хро-
нической ИБС, протекающей с безболевыми 
эпизодами стенокардии, по отношению к обсле-
дуемым с хронической ИБС и болевым синдро-
мом (p < 0,05). 

Таким образом, установлено прямое пато-
логическое воздействие тяжести тревожно-де-

прессивных нарушений на уровень содержание 
β-эндорфина в виде подавления его активности 
на периферии. Повышение уровня содержания 
β-эндорфина у обследуемых с безболевой ише-
мией миокарда свидетельствует, скорее всего, 
о компенсаторной реакции в виде активации 
надсегментарной области ВНС, вследствие более 

ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА УРОВНЯ СОДЕРЖАНИЯ β-ЭНДОРФИНА ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ ИБС 
С БОЛЕВЫМИ И БЕЗБОЛЕВЫМИ ПРИСТУПАМИ ИШЕМИИ МИОКАРДА, M±SD, пг/мл
TABLE 1. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE LEVEL OF β-ENDORPHIN IN CHRONIC ISCHEMIC HEART DISEASE 
WITH PAIN AND PAINLESS ATTACKS OF MYOCARDIAL ISCHEMIA, M±SD, pg/ml

Показатель
Index

Группы обследуемых
Groups of subjects

1-я
1st

2-я
2nd

3-я
3rd

n = 17 n = 19 p n = 18 n = 16 p n = 8 n = 12 p
β-эндорфин
β-endorphin 1721,0± 512,1 2602,0± 414,3 < 0,05 2423,0± 511,6* 3042,0± 315,7* < 0,05 3412,0± 458,2* # 4630,0± 381,5* # < 0,05

Примечание. Различия значимы при p < 0,05 по сравнению: * – с 1-й группой; # – со 2-й группой. 
Note. Differences are significant for p < 0.05 compared to: *, with the 1st group; #, with the 2nd group.

ТАБЛИЦА 2. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА УРОВНЯ СОДЕРЖАНИЯ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ ПРИ 
ХРОНИЧЕСКОЙ ИБС С БОЛЕВЫМИ И БЕЗБОЛЕВЫМИ ПРИСТУПАМИ ИШЕМИИ МИОКАРДА, M±SD, пг/мл
TABLE 2. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE LEVEL OF PRO-INFLAMMATORY CYTOKINES IN CHRONIC ISCHEMIC 
HEART DISEASE WITH PAIN AND PAINLESS ATTACKS OF MYOCARDIAL ISCHEMIA, M±SD, pg/ml

Показатель
Index

Группы обследуемых
Groups of subjects

1-я
1st

2-я
2nd

3-я
3rd

n = 17 n = 19 p n = 18 n = 16 p n = 8 n = 12 p
TNFα 36,1±5,1 41,2±3,8 < 0,05 28,9±7,6* 32,3±5,1* < 0,05 21,4±6,3* # 26,3±3,4* # < 0,05
IL-1β 4,3±1,1 5,1±1,0 < 0,05 3,8±0,9* 4,2±1,1* < 0,05 2,9±1,0* # 3,6±0,7* # < 0,05
IL-6 18,8±7,4 23,6±4,2 < 0,05 14,2±2,1* 19,3±2,4* < 0,05 11,2±1,3* # 14,3±1,5* # < 0,05

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

ТАБЛИЦА 3. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА УРОВНЯ СОДЕРЖАНИЯ ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ 
ЦИТОКИНОВ ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ ИБС С БОЛЕВЫМИ И БЕЗБОЛЕВЫМИ ПРИСТУПАМИ ИШЕМИИ МИОКАРДА,  
M±SD, пг/мл
TABLE 3. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE LEVEL OF ANTI-INFLAMMATORY CYTOKINES IN CHRONIC ISCHEMIC 
HEART DISEASE WITH PAIN AND PAINLESS ATTACKS OF MYOCARDIAL ISCHEMIA, M±SD, pg/ml

Показатель
Index

Группы обследуемых
Groups of subjects

1-я
1st

2-я
2nd

3-я
3rd

n = 17 n = 19 p n = 18 n = 16 p n = 8 n = 12 p
IL-4 2,1±0,4 1,8±0,3 < 0,05 3,2±0,3* 2,8±0,4* < 0,05 4,1±0,8* # 3,6±0,7* # < 0,05
IL-10 23,2±8,3 18,1±6,2 < 0,05 29,7±7,1* 25,3±6,7* < 0,05 36,2±6,0* # 32,1±5,6* # < 0,05

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



979

Влияние тревожно-депрессивных расстройств на цитокиновые звенья иммунитета при ИБС
Anxiety, depression, and immunity in ischemic heart disease2019, Vol. 21,  5

2019, Т. 21, № 5

неблагоприятного в прогностическом плане те-
чения данной патологии.

Состояние иммунной регуляции
Все показатели цитокинов провоспалитель-

ного и противовоспалительного спектра в груп-
пах обследования изменялись в широких преде-
лах (табл. 2, 3). Так, установлено, что у больных 
с хронической ИБС, протекающей с умеренны-
ми тревожно-депрессивными нарушениями, от-
мечается повышение показателей, отражающих 
активность воспаления – TNFα, IL-1β, IL-6 
(p < 0,05), угнетение IL-4, IL-10 (p < 0,05) по от-
ношению к обследуемым других групп. 

Помимо этого, авторами установлено, что 
у пациентов с хронической ИБС и безболевыми 
эпизодами ишемии миокарда имеет место более 
значимое повышение активности TNFα, IL-1β, 
IL-6 и подавление IL-4 и IL-10, чем при болевой 
форме стенокардии напряжения (p < 0,05).

Результаты проведенного клинико-лабора-
торного обследования позволяют резюмировать, 
что у больных с хронической формой ИБС тре-
вожно-депрессивные нарушения оказывают пря-
мое патологическое воздействие на цитокино-
вый статус иммунной системы, и эти изменения 
прямо коррелируют со степенью тяжести рас-
стройств аффективного спектра.

Выявленные изменения на уровне цитоки-
нового пула иммунной системы при безболевой 

ишемии миокарда в данном случае свидетель-
ствуют о более неблагоприятном течении в ате-
росклеротическом процессе у таких больных.

Выводы
1. Отмечено влияние тяжести тревожно-де-

прессивных расстройств на клиническое тече-
ние хронической формы ишемической болезни 
сердца. Так, у больных с ишемической болезнью 
сердца и тревожно-депрессивными нарушени-
ями умеренного характера установлено большее 
количество болевых и безболевых эпизодов сте-
нокардии, которые по продолжительности ста-
новились длительнее и провоцировались мень-
шими физическими нагрузками.

2. Выявлено прямое патологическое воз-
действие расстройств тревожно-депрессивного 
спектра на нейроиммунные процессы: снижение 
уровня содержания β-эндорфина; повышение 
цитокинов провоспалительного (TNFα, IL-1β, 
IL-6) и угнетение цитокинов противовоспали-
тельного (IL-4, IL-10) спектра.

3. Отмечен регуляторный дисбаланс на уровне 
нейропептидно-цитокинового звена иммунной 
системы при безболевой ишемии миокарда, что 
свидетельствует о более неблагоприятном в про-
гностическом плане течении данной патологии.
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ЖЕЛЕЗИСТО-ЛИМФОИДНЫЕ ВЗАИМООТНОШЕНИЯ 
В ТОЛЩЕ ЯЗЫКА И В СТЕНКАХ ГЛОТКИ У ЧЕЛОВЕКА 
В ПОСТНАТАЛЬНОМ ОНТОГЕНЕЗЕ
Олсуфьева А.В., Бодрова И.В., Васянина К.А., Олсуфьев С.С.
ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. Статья имеет целью изучение железисто-лимфоидных взаимоотношений пищевари-
тельного тракта в постнатальном онтогенезе и представляет особый интерес для клинической им-
мунологии. Макроскопическим и гистологическим методом нами исследованы слюнные железы, 
полученные от трупов 299 человек (язычные железы), начиная от новорожденных и до периода дол-
гожительства, исследованы трупы представителей мужского и женского пола. Материал забирали 
в судебно-медицинских моргах Бюро СМЭ Департамента здравоохранения г. Москвы, что разрешено 
Постановлением Правительства РФ, Федеральный закон № 323, ст. 47, 4180-1, 355н. В фактический 
материал для исследования не включали случаи, когда при судебно-медицинском исследовании тру-
па выявляли патологические изменения пищеварительной системы. Микропрепараты (поперечные 
срезы) были окрашены гематоксилином-эозином и пикрофуксином по ван Гизону.

Малые слюнные железы, язычные и глоточные, располагаясь в толще языка и стенках глотки, вы-
полняют важную эндокринную функцию – участвуют в обеспечении реакций местного иммуните-
та в ротовой полости. Множество публикаций посвящено регенеративным изменениям слизистой 
оболочки рта под действием секреторного иммуноглобулина А, который выполняет основную роль 
в регуляции местного иммунитета. В статье отражены важные аспекты возрастных изменений малых 
желез (язычных и глоточных). Характерная немногочисленность желез в детском возрасте обусловле-
на однотипностью питания в данном возрастном периоде, а снижение выработки секреторного им-
муноглобулина А закономерно ведет к возникновению частых воспалительных процессов в полости 
рта и глотки. С возрастом устья желез расширяются и увеличивается их количество, что влечет за со-
бой усиление местного иммунитета в ротовой полости и ротовой части глотки. Начиная с пожилого 
и старческого возраста наблюдаются инволютивные изменения, которые сопровождаются снижени-
ем выработки секреторного иммуноглобулина А и, соответственно, снижением показателей местного 
и гуморального иммунитета. Эти результаты полностью отражают топографические взаимоотноше-
ния желез с клетками лимфоидного ряда, и приведенные данные весьма актуальны для клинической 
иммунологии.

Ключевые слова: полость рта, местный иммунитет, лимфоидная ткань, слюнные железы, язык, глотка, секреторный IgA
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RELATIONSHIPS BETWEEN GLANDULAR AND LYMPHOID 
TISSUES IN HUMAN TONGUE AND PHARYNGEAL WALLS 
IN POSTNATAL ONTOGENESIS
Olsufieva A.V., Bodrova I.V., Vasianina K.A., Olsufiev S.S.
First Moscow State I. Sechenov Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. The article aims for description of glandular/lymphoid interactions within digestive tract over 
the postnatal ontogenesis which is of special importance for clinical immunology. We have examined lingual 
salivary glands obtained from 299 autopsies, using macroscopic and histological techniques. Their age ranged 
from newborns to senile individuals; both males and females were included. The biological material was sampled 
at the local pathology departments at the Moscow Bureau for Forensic and Medical Expertise, according to 
approval by Russian federal law (No. 323, art. 47, 4180-1, 355н). The cases with pathological changes of 
digestive system revealed upon autopsies were excluded from evaluation. The transverse tissue sections were 
stained with H&E and picro fuchsin by van Gieson technique.

The minor salivary lingual and pharyngeal glands, being located in the depth of tongue and pharyngeal 
walls, perform an important endocrine function, i.e they participate in oral immunity responses. A lot of 
publications concerns regenerative changes of oral mucosa caused by secretory IgA which plays a main role 
in regulation of local immunity. The article describes important age-dependent changes of both lingual and 
pharyngeal minor salivary glands. Typical scarcity of the glands in childhood may be caused by the uniform 
nutrition at this age, whereas decreased secretory IgA production, is generally leading to development of 
common inflammatory events in the oropharyngeal area. With increasing age, the glandular apertures become 
wider and more numerous, thus leading to increased local immunity in oral cavity and oropharynx. Sufficient 
involutional changes are observed in old and senile age cohorts, accompanied by diminished secretory IgA 
production, and, respectively, by decreased indexes of local and humoral immunity. These results are entirely 
reflecting topographical interrelations between the glands and lymphoid cells, and appropriate data are quite 
important for clinical immunology.

Keywords: oral cavity, local immunity, lymphoid tissue, salivary glands, tongue, pharynx, secretory IgA

Введение
В последние десятилетия активно развива-

ется такая отрасль клинической иммунологии, 
как иммунология полости рта. Столь стремитель-
ное развитие данного направления можно объяс-
нить, в частности, появлением множества новых 
данных о противомикробной активности имму-
ноглобулина А в полости рта [5]. Как известно, 
его количество в слюне превышает все показате-
ли в сравнении с другими иммуноглобулинами, 
что позволило задуматься о высокой значимости 
этого компонента слюны при обеспечении мест-
ного иммунитета. В полости рта слюна выраба-
тывается большими и малыми слюнными желе-
зами, при этом 30% всей вырабатываемой слюны 
приходится на работу малых слюнных желез [2]. 
В состав секрета, вырабатываемого этими орга-
нами, входит множество пищеварительных фер-
ментов, антибактериальные компоненты, такие 
как лизоцим, а также иммунные клетки. Наличие 
всех этих компонентов обеспечивает скорейшее 
восстановление целостности слизистой оболочки 
в полости рта при ее травматизации и инфици-
ровании. Среди факторов, определяющих рези-
стентность слизистых в полости рта, важное зна-

чение имеет секреторный иммуноглобулин А [1]. 
Железистые структуры стенок полых внутренних 
органов играют значительную роль в процессах 
жизнедеятельности как в норме, так и при па-
тологии [3]. В последние годы значительно рас-
ширились и углубились научные представления 
о морфофизиологии желез пищеварительного 
тракта, включая и малые железы, располагающи-
еся в его стенках, в нашем случае в стенках глот-
ки [9]. Ранее физиологическая роль глоточных 
желез ограничивалась, по мнению многих ав-
торов, защитой слизистой оболочки органа при 
помощи секрета от повреждений при прохожде-
нии воздушной струи и пищевого комка, сейчас 
данное положение пересматривается. В научной 
литературе глоточные железы рассматриваются 
с точки зрения их эндокринной активности [6] 
в плане участия их, так же как и язычных желез, 
в реализации механизмов местного иммунитета. 
Таким образом, секрет малых желез не только 
способствует скорейшей регенерации слизистой 
оболочки в полости рта, но и принимает участие 
в формировании «барьера» при проникновении 
антигенов в верхние дыхательные пути и началь-
ные отделы пищеварительной системы [3, 5]. Хо-
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рошо изучены железы тонкой и толстой кишки 
и их топографические взаимоотношения с лим-
фоидной тканью человека и животных в норме 
и в экспериментальных условиях [11].

Однако до настоящего времени морфология 
язычных желез и желез глотки человека, а так-
же их взаимоотношения с лимфоидной тка-
нью изучены недостаточно. В связи с этим дан-
ные об особенностях железисто-лимфоидных 
взаимо отношений в толще языка и верхних отде-
лах глотки приобретают особую научно-практи-
ческую значимость. Актуальность этого вопроса 
определяется участием желез, наряду с иммун-
ными структурами, в обеспечении механизмов 
гомеостаза, что доказано многочисленными пу-
бликациями о железисто-лимфоидных микро-
топографических взаимоотношениях в слизи-
стой оболочке различных внутренних органов [4]. 

Материалы и методы
Макроскопическим и гистологическим ме-

тодом нами исследованы слюнные железы, по-
лученные от трупов 299 человек (язычные же-
лезы), начиная от новорожденных и до периода 
долгожительства, исследованы трупы предста-
вителей мужского и женского пола. Материал 
забирали в судебно-медицинских моргах Бюро 
СМЭ Департамента здравоохранения г. Москвы, 
что разрешено Постановлением Правительства 
РФ, Федеральный закон № 323, ст. 47, 4180-1, 
355н. В фактический материал для исследова-
ния не включали случаи, когда при судебно-
медицинском исследовании трупа выявляли 
патологические изменения пищеварительной 
системы. Микропрепараты (поперечные срезы) 
были окрашены гематоксилином-эозином и пи-
крофуксином по ван Гизону.

Собственные данные
Начальные части желез задней трети язы-

ка находятся в толще мускулатуры и рыхлой 
волокнистой соединительной ткани, они рас-
полагаются под язычной миндалиной (глубже 
ее) (рис. 1, см. 2-ю стр. обложки). Возле задних 
язычных желез и в их строме у людей пожилого, 
старческого возрастов и у долгожителей обычно 
определяется жировая ткань (рис. 2, см. 2-ю стр. 
обложки). Взаимоотношения желез языка и его 
лимфоидной ткани аналогичны для всех отделов 
этого органа, но несколько изменяются на про-
тяжении постнатального онтогенеза человека. 
У новорожденных в толще языка железисто-лим-
фоидные взаимоотношения минимальные. Возле 
выводных протоков желез и их начальных отде-
лов в период новорожденности и у грудных детей 
клетки лимфоидного ряда (лимфоциты, макро-
фаги, плазматические клетки и др.) немногочис-
ленные; в строме железы эти клетки выявляются 
также эпизодически и в небольшом количестве, 

скоплений клеток лимфоидного ряда в строме 
желез в эти возрастные периоды не наблюдается.

Лимфоидные узелки и диффузная лимфоид-
ная ткань выявляются и в рыхлой волокнистой 
соединительной ткани, между мышечными во-
локнами, около начальных отделов желез всех 
трех групп (передних, средних и задних желез 
языка). Клетки лимфоидного ряда и их скопле-
ния, обычно неправильной формы, определяют-
ся и в толще рыхлой волокнистой соединитель-
ной ткани, разделяющей начальные части и их 
группы (дольки желез) (рис. 3, см. 2-ю стр. об-
ложки). Эти клетки определяются как в строме 
железы возле исчерченных выводных протоков 
(рис. 4, см. 2-ю стр. обложки), так и возле обще-
го выводного протока желез (рис. 5, см. 2-ю стр. 
обложки).

Эти клетки, преимущественно лимфоциты, 
в виде ободка из 3-5 рядов окружают выводные 
протоки на всем их протяжении. Возле задней ча-
сти общего выводного протока (его устья) опре-
деляются лимфоидные узелки с центром размно-
жения и без него.

В старческом возрасте и у долгожителей воз-
ле общего выводного протока железы и выво-
дных протоков 1-го порядка лимфоидные узел-
ки определяются редко (не более чем на 5-7% 
микропрепаратов) и в малом количестве, центры 
размножения у этих лимфоидных узелков всегда 
отсутствуют. Диффузная лимфоидная ткань воз-
ле всех желез языка в эти возрастные периоды 
также не выражена. В строме самого начального 
отдела язычных желез в эти возрастные перио-
ды клетки лимфоидного ряда малочисленные 
(рис. 6, см. 2-ю стр. обложки). 

По данным Усмановой А.М. (2003), при из-
учении глоточных желез в том же аспекте и опре-
делении их топографических взаимоотношений 
с лимфоидной тканью глотки были выявлены 
следующие последовательности в их локализа-
ции. На протяжении всего периода новорожден-
ности и у грудных детей лимфоидная ткань всегда 
определяется как в собственной пластинке сли-
зистой оболочки, так и в подслизистой основе 
этого органа. Вместе с тем, несмотря на постоян-
ное наличие желез в этом возрасте, лимфоидные 
клетки возле выводных протоков и начальных 
отделов немногочисленны. В строме глоточных 
желез у новорожденных и грудных детей лимфо-
идные клетки единичные. Они постоянно выде-
ляются возле желез лишь начиная с подростково-
го возраста. После юношеского возраста можно 
видеть выраженные железисто-лимфоидные ас-
социации. В юношеском, зрелом и пожилом воз-
растах клетки лимфоидного ряда имеются посто-
янно и возле начальных отделов железы, образуя 
скопления неправильной формы в строме самих 
начальных отделов. Лимфоциты также можно 
видеть между гландулоцитами начальных частей. 
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В старческом возрасте, а также в период долго-
жительства лимфоидные узелки в стенках глотки 
не встречаются. Возле выводных протоков желез 
и в строме в эти возрастные периоды лимфоид-
ные клетки немногочисленные. 

Обсуждение и выводы
На протяжении постнатального онтогенеза 

топографические взаимоотношения язычных 
желез и лимфоидной ткани в толще языка имеют 
возрастные особенности. У новорожденных клет-
ки лимфоидного ряда относительно немногочис-
ленны возле желез. В подростковом, зрелом и по-
жилом возрасте клетки лимфоидного ряда и их 
скопления постоянные около начальных отделов 
желез, в их строме и возле выводных протоков. 
В старческом возрасте и у долгожителей клетки 
лимфоидного ряда рядом с язычными железами 
имеются непостоянно и в небольшом количестве. 
Аналогичные возрастные особенности желези-
сто-лимфоидных взаимоотношений ранее были 
описаны в стенках пищевода [12], гортани [7] 
и некоторых других органов. Вероятно, относи-
тельно небольшое содержание осуществляющих 
иммунный надзор клеток лимфоидного ряда, 
располагающихся возле язычных желез в пер-
вые месяцы жизни, может быть связано с одно-
типностью питания в этом возрасте (его режима, 
набора пищевых продуктов и др.) по сравнению 
с другими возрастными периодами.

Уменьшение количества лимфоидной ткани 
в слизистой оболочке языка в старческом воз-
расте является проявлением общей редукции 
лимфоидной ткани в эти возрастные перио-
ды. Усмановой А.М. [10] было также выявлено, 
что железисто-лимфоидные взаимоотношения 
в стенках глотки существенно варьируют на про-
тяжении постнатального онтогенеза человека. 
Показано, что у новорожденных и в грудном 
возрасте, несмотря на существенное развитие 
лимфоидных структур, лимфоидные образова-
ния крайне редко выявляются в непосредствен-
ной близости от глоточных желез. Лишь в обла-

сти глоточной и трубной миндалин у детей этих 
возрастных групп лимфоидные клетки имеются 
почти постоянно. Немногочисленность иммун-
ных клеток возле глоточных желез, так же как и 
возле язычных слюнных желез, обусловлена, ве-
роятно, опять же однотипностью питания в дан-
ном возрастном периоде. В юношеском, зрелом 
и старческом возрасте железисто-лимфоидные 
взаимоотношения наиболее ярко выражены 
как у язычных, так и у глоточных желез. Отдель-
ные иммуноциты выявляются и в эпителии на-
чальных частей желез, распределяясь при этом 
между секреторными клетками. Лимфоидные 
клетки всегда окружают проксимальные отделы 
протокового аппарата железы. Вероятно, такая 
микротопография может быть объяснена непо-
средственной ролью этих клеток в продукции 
иммуноглобулинов А, которые выделяются че-
рез выводной проток желез вместе с ее секретом 
на поверхность слизистой оболочки [8]. По мне-
нию Усмановой А.М., уменьшение выраженно-
сти железисто-лимфоидных взаимоотношений 
в стенках глотки у людей старческого возраста 
и в период долгожительства может быть связа-
но как с общей инволюцией лимфоидной ткани 
в данных возрастных периодах, так и с общими 
особенностями образа жизни и питания. Таким 
образом, пищеварительная система занимает 
особое место в формировании общего и местного 
иммунитета [13].

Именно такими топографическими взаимо-
отношениями малых желез и клеток лимфоид-
ного ряда и их скоплений обусловлено наличие 
в секрете этих органов лимфоцитов, которые, 
наравне с секреторным иммуноглобулином А, 
обеспечивают реакции местного иммуните-
та в полости рта. В связи с этим в клинической 
иммунологической практике также необходимы 
фундаментальные знания о нормальной морфо-
логии малых желез для более точного понима-
ния механизмов развития процессов, связанных 
с обеспечением местного иммунитета в полости 
рта и ротовой части глотки.
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ПОЛУЧЕНИЕ И СВОЙСТВА АНТИИДИОТИПИЧЕСКИХ 
МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ МЫШИ, РАСПОЗНАЮЩИХ 
ПЕРВИЧНЫЕ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫЕ АНТИТЕЛА КРОЛИКА 
К ПРОИЗВОДНЫМ МОРФИНА
Трофимов А.В.1, Ищенко А.М.1, Рак А.Я.1, 2, Сергеева В.Е.1, 
Симбирцев А.С.1, Гамалея Н.Б.3, Берзина А.Г.3, Станкова Н.В.4, 
Ульянова Л.И.3, Климова Т.А.3

1 ФГУП «Государственный научно-исследовательский институт особо чистых биопрепаратов» ФМБА 
России, Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр психиатрии и наркологии имени 
В.П. Сербского» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
4 ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий» ФМБА России, Санкт-Петербург, Россия 

Резюме. Антиидиотипические антитела (Ab2), согласно сетевой теории  Ерне, представляют собой 
иммуноглобулины второго поколения, которые вырабатываются на идиотип антитела к определен-
ному антигену. Несмотря на большое количество работ, посвященных исследованию свойств этих 
белков, их роль в регуляции иммунной системы организма до конца не известна. Она может заклю-
чаться в поддержании или блокировании минимального иммунного ответа на антиген. Исследование 
Ab2 имеет большую практическую и научную значимость. Особые свойства Ab2, а именно способ-
ность частично воспроизводить структуру первичного антигена и при иммунизации индуцировать 
появление третичных антител, которые, подобно антителам первого поколения, связываются с анти-
геном,  нашли применение в создании на их основе вакцин, в частности для лечения опухолей. В све-
те наличия ряда ограничений на проведение исследований, связанных с психоактивными вещества-
ми, перспективной представляется также разработка на основе Ab2 вакцин против наркотической 
зависимости. В литературе описаны антиидиотипические антитела, полученные с этой целью, обла-
дающие кокаин-подобной структурой. В данной работе были получены  мышиные моноклональные 
антиидиотипические антитела (mAb2), имитирующие структуру различных производных морфина. В 
качестве первичных антител для иммунизации были использованы выделенные методом аффинной 
хроматографии кроличьи поликлональные антитела к 6-гемисукцинильному  производному  морфи-
на, конъюгированному с бычьим сывороточным альбумином. В результате слияния лимфоцитов им-
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мунизированных мышей с клетками миеломы мыши линии Sp2/0 по методике Мильштейна–Кёлера 
были получены четыре гибридомных клона. После наработки в животных продуцируемые клетками 
гибридом mAb2 были аффинно очищены. Нами исследованы физико-химическике и антигенные 
свойства выделенных антител. Показано, что полученные mAb2 отличаются по иммунологической 
специфичности, в различной степени конкурируя с производными морфина за связывание с антите-
лами первого поколения. Проверена возможность использования полученных mAb2 в качестве ана-
логов антигенов при постановке твердофазного иммуноферментного анализа с целью определения 
титра первичных антител к морфину в сыворотках крови лабораторных животных, иммунизирован-
ных производными морфина. На основе полученных антиидиотипических антител предполагается 
разработка тест-систем по определению антител,  специфичных к опиатам, в сыворотке крови людей 
при проведении специфической вакцинации с лечебной или профилактической целью без примене-
ния в  анализе  наркотических препаратов как антигенов, иммобилизованных на твердой фазе.

Ключевые слова: антиидиотипические антитела, антитела, иммуноферментный анализ, моноклональные антитела, 
морфин, поликлональные антитела

PREPARATION AND PROPERTIES OF MURINE ANTI-
IDIOTYPIC MONOCLONAL ANTIBODIES RECOGNIZING 
PRIMARY RABBIT POLYCLONAL ANTIBODIES AGAINST 
MORPHINE DERIVATIVES
Trofimov A.V.a, Ischenko A.M.a, Rak A.Ya.a, b, Sergeeva V.E.a, 
Simbirtsev A.S.a, Gamaleya N.B.c, Berzina A.G.c, Stankova N.V.d, 
Ulyanova L.I.c, Klimova T.A.c
a State Research Institute of Highly Pure Biopreparations, Federal Medical-Biological Agency, St. Petersburg, Russian 
Federation 
b St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation 
c V. Serbsky National Medical Research Centre for Psychiatry and Narcology, Moscow, Russian Federation 
d National Center of Biomedical Technologies, Federal Medical-Biological Agency, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Anti-idiotypic antibodies (Ab2), according to the network theory of Jerne, are second-generation 
immunoglobulins that are produced against the idiotype of an antibody to a specific antigen. Despite the large 
number of works devoted to the study of the properties of these proteins, their role in the regulation of the 
immune system is not fully known. It may consist in maintaining or blocking a minimal immune response to the 
antigen. The study of Ab2 is of great practical and scientific importance. The special properties of Ab2, namely, 
the ability to partially reproduce the structure of the primary antigen and, upon immunization, induce the 
appearance of tertiary antibodies, which, like first-generation antibodies, can bind to the antigen, have found 
application in the development of Ab2-based vaccines, in particular, for the treatment of tumors. In view of the 
presence of a number of limitations on research related to psychoactive substances, the development of Ab2-
based vaccines against drug addiction also seems promising. To example, anti-idiotypic antibodies obtained for 
this purpose possessing a cocaine-like structure are described in the literature. In this work, murine monoclonal 
anti-idiotypic antibodies (mAb2) mimicking the structure of various morphine derivatives were obtained. Rabbit 
polyclonal antibodies to the 6-hemisuccinyl derivative of morphine conjugated with bovine serum albumin 
isolated by affinity chromatography were used as primary antibodies for immunization. Four hybridoma clones 
were obtained as a result of the fusion of immunized mice lymphocytes with mouse Sp2/0 mouse myeloma 
cells by the Milstein-Köhler method. After growth in animals, mAb2 produced by hybridoma cells were affinity 
purified. We investigated the physicochemical and antigenic properties of the isolated antibodies. It was shown 
that the obtained mAb2 differ in immunological specificity, competing in different degree with morphine 
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derivatives for binding to first-generation antibodies. We tested the possibility of using the obtained mAb2 as 

antigen analogues in the solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay to determine the titer of primary 

antibodies against morphine in the blood serum of laboratory animals immunized with morphine derivatives. 

Based on the obtained anti-idiotypic antibodies, it is proposed to develop test systems to determine the serum 

opiate-specific antibodies in people after specific vaccination for therapeutic or prophylactic purposes to avoid 

the use of drugs as antigens immobilized on the solid phase in the analysis.

Keywords: antibodies, anti-idiotypic antibodies, ELISA, monoclonal antibodies, morphine, polyclonal antibodies

Введение 
Антиидиотипические антитела (вторичные – 

Ab2), согласно сетевой теории Ерне, представля-
ют собой антитела, которые вырабатываются на 
идио тип – антигенные детерминанты активных 
центров антитела (Ab1) к определенному антигену 
(Ag) [9]. Антиидиотипические антитела, способ-
ные имитировать специфические антигены при 
активной иммунизации, индуцируют в организ-
ме иммунизированного животного гуморальный 
и клеточный ответ на этот специфический анти-
ген. В настоящее время эти свойства Ab2 наш-
ли применение в создании на их основе вакцин, 
в частности для лечения опухолей [6, 7, 8].

Известно, что Ab2, являющиеся «внутрен-
ним образом» молекул кокаина, при вакцина-
ции мышей способны индуцировать появление 
в их крови третичных антител (Ab3), способных 
аналогично Ab1 задерживать вводимый кокаин 
в кровяном русле и значимо снижать концентра-
цию кокаина в мозге на 36% [12]. Было показано 
также, что иммунизация крыс антиидиотипиче-
скими Ab2 к производным морфина способству-
ет снижению у животных признаков зависимо-
сти [3, 4]

Ab2 можно также использовать в перспективе 
в качестве имитаторов некоторых веществ при 
создании диагностических тест-систем в произ-
водственных масштабах. В частности, они могут 
найти применение в качестве иммунодиагности-
ческих реагентов при детекции антител к нарко-
тикам в сыворотке крови людей, поскольку при-
менение для этих целей самих наркотических 
веществ нежелательно для практики в силу ряда 
ограничений. 

Целью настоящего исследования было полу-
чение и изучение свойств антиидиотипических 
антител к поликлональным антителам кролика, 
иммунизированного конъюгатом 6-гемисукци-
нильного производного морфина с бычьим сы-
вороточным альбумином (GSM-BSA). 

Материалы и методы
Первичные антитела Ab1 к 6-гемисукциниль-

ному производному морфина (GSM), конъюги-

рованному с бычьим сывороточным альбумином 
(BSA), были получены в результате иммунизации 
кролика препаратом GSM-BSA по схеме, описан-
ной ранее в работе [1]. Поликлональные антитела 
к ГСМ выделяли с помощью аффинной хрома-
тографии на иммуносорбенте, приготовленном 
на основе цианбром-активированной сефарозы 
4B (Sigma-Aldrich) по модифицированной мето-
дике [5]. В качестве лиганда использовался конъ-
югат производного морфина с лизоцимом.

Ab1 к трем производным морфина были так-
же получены ранее в результате иммунизации 
мини-свиней светлогорской популяции [2]. Ан-
тиидиотипические моноклональные антитела 
к поликлональным Ab1 кролика, обозначенным 
нами как Ra-GSM, получали по следующей ме-
тодике. Мышей линии Balb/c (ФГУП ПЛЖ «Рап-
полово», Россия) иммунизировали антигеном 
Ra-GSM, эмульгированным в полном адъюванте 
Фрейнда (ПАФ), в дозе 10 мкг на мышь, в подо-
швенный апоневроз задних конечностей. Через 
23 дня животных повторно иммунизировали той 
же дозой антигена в неполном адъюванте Фрейн-
да. На 30-й день после второй иммунизации жи-
вотным вводили внутривенно 5 мкг антигена 
в физио логическом растворе. На четвертый день 
после инъекции животных умерщвляли церви-
кальной дислокацией и выделяли спленоциты 
и лимфоциты паховых и брюшных лимфоузлов. 
Полученные клетки смешивали с клетками ми-
еломы мыши линии SP 2/0 в соотношении 2:1. 
Гибридизацию клеток проводили 50% раствором 
полиэтиленгликоля (ПЭГ) с молекулярной мас-
сой 1500 дальтон в течение 1,5 мин с последую-
щим 4-кратным добавлением через 1 мин среды 
RPMI-1640 (Sigma, США) в объеме, равном объ-
ему раствора ПЭГ. После слияния клетки дваж-
ды отмывали культуральной средой и высевали 
в 96-луночные культуральные планшеты с суточ-
ными перитонеальными макрофагами (5 × 103 

клеток на лунку) из расчета 5 × 104 клеток на лун-
ку по миеломе. Селекцию гибридов проводили 
в среде RPMI-1640 с добавлением 10% фетальной 
бычьей сыворотки (Sigma, США), содержащей: 
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10-4 М гипоксантина, 4 × 10-7 М аминоптерина 
и 1,6 × 10-5 М тимидина [11].

В таблице 1 представлена схема проведения 
иммуноферментного анализа (ИФА) для отбора 
клонов, продуцирующих mAb2. 

Первичный отбор позитивных клонов прово-
дили по связыванию моноклональных антител 
(mAb2), секретируемых гибридомами, с антиге-
нами Ra-GSM и Ra-IgG в ИФА. Для этого в лун-
ки полистирольных планшетов Corning (Sigma, 
США) адсорбировали Ra-GSM или Ra-IgG 
в 20 мМ боратном буфере с рН 8,0 (содержащем 
0,15 М NaCl) в концентрации 1,5 мкг/мл в тече-
ние 20 часов во влажной камере при комнатной 
температуре. По окончании сорбции планшеты 
отмывали промывочным буфером (20 мМ борат-
ный буфер с рН 8,0, содержащий 0,15 М NaCl 
и 0,05% Tween-20). Затем в каждую лунку вносили 
по 100 мкл промывочного буфера, содержащего 
1 мг/мл БСА, и по 50 мкл культуральных сред, со-
держащих mAb2. Планшеты инкубировали в те-
чение 1 часа на шейкере при 37 °С. По окончании 
инкубации проводили отмывку не связавших-
ся с антигеном антител промывочным буфером 
и вносили в лунки раствор иммуноглобулинов 
козы к иммуноглобулинам мыши, конъюгиро-
ванных с пероксидазой хрена (Sigma-Aldrich, 
Германия) согласно приложенной инструкции. 
Планшеты инкубировали в течение 1 часа при 
37 °С на шейкере, после чего тщательно отмыва-
ли и проводили окрашивание с помощью раство-

ра субстрата тетраметилбензидина (XEMA, Рос-
сия). Культуральные среды клонов, показавшие 
специ фическое связывание только с Ra-GSM, 
повторно тестировались в конкурентном анализе 
по ингибированию связывания антиидиотипиче-
ских mAb2 с Ra-GSM в присутствии конкуратора 
GSM-лизоцим.

По результатам первичного скрининга было 
отобрано 130 гибридомных клонов, из которых 
только 4 клона (обозначены как АИ-1, АИ-2, 
АИ-3 и АИ-4) продуцировали специфические 
антитела, связывание которых с Ra-GSM угне-
талось GSM-лизоцимом. Культуры были трех-
кратно реклонированы для отбора стабильных 
клонов и криоконсервированы. Определение 
изотипа mAb2 проводили с помощью набора 
ISO-2 (Sigma-Aldrich, Германия) согласно ин-
струкции, предложенной производителем.

Для наработки mAb2 гибридомы культивиро-
вали в перитонеальной полости сингенных мы-
шей (Balb/c), доза клеток при перевивке состав-
ляла 2-3 × 106 клеток на мышь. На 14-20-й день 
мышей умерщвляли цервикальной дислокацией 
и отбирали асцитную жидкость, из которой вы-
деляли mAb2 методом аффинной хроматографии 
на иммуносорбенте MabSelect-сефароза (General 
Electrics, США) согласно инструкции, предло-
женной производителем. 

Для изучения свойств полученных mAb2 на их 
основе были приготовлены иммуносорбенты 
с использованием цианбром-активированной се-

ТАБЛИЦА 1. СХЕМА ПРОВЕДЕНИЯ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА ДЛЯ ОТБОРА ПРОДУЦЕНТОВ 
МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИИДИОТИПИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ (mAb2)
TABLE 1. SCHEME OF THE ENZYME IMMUNOASSAY FOR THE SELECTION OF MONOCLONAL ANTI-IDIOTYPIC ANTIBODIES 
(mAb2) PRODUCERS

1 стадия ИФА
1st stage of ELISA

Сорбция антигена 
Antigen sorption

2 стадия ИФА
2nd stage of ELISA

Добавление в лунки
Adding to the wells

3 стадия ИФА
3rd stage of ELISA

Добавление 
ферментной метки
Enzyme label adding

Результат реакции, 
оцениваемый по ОП450

Reaction result, 
as estimated by OD450

Ra-GSM КС**
CM**

GAM-Пх****
GAM-Px**** +

Ra-IgG* КС**
CM**

GAM-Пх
GAM-Px _

Ra-GSM КС + GSM-лизоцим***
CM + GSM-lysozyme***

GAM-Пх
GAM-Px _

Примечание. * Ra-IgG – IgG-фракция иммуноглобулинов неиммунизированного кролика; ** КС – культуральная среда, 
содержащая mAb2; *** GSM-лизоцим – конъюгат 6-гемисукцинильного производного морфина с лизоцимом;  
**** GAM-Пх   – антитела козы к IgG мыши, меченные пероксидазой хрена.

Note. * Ra-IgG, IgG-fraction of non-immunized rabbit immunoglobulins; ** CM, culture medium containing mAb2; *** GSM-
lysozyme, conjugate of morphine 6-hemisuccinyl derivative with lysozyme; **** GAM-Px, goat antibodies against mouse IgG, 
labeled with horseradish peroxidase.
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ТАБЛИЦА 2. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИИДИОТИПИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ 
(mAb2)
TABLE 2. IMMUNOLOGICAL PROPERTIES OF MONOCLONAL 
ANTI-IDIOTYPIC ANTIBODIES (mAb2)

Наименование 
клона

Clone name

Изотип
Isotype

Подавление 
связывания мAb2 

с Ra-GSM
Suppression of mAb2 
binding with Ra-GSM 

конкураторы
competitors

GSM КММ FAM

АИ-1
AI-1 IgG1 80% 20% 64%

АИ-2
AI-2 IgG2a 97% 96% 96%

АИ-3
AI-3 IgG2a 13% 14% 18%

АИ-4
AI-4 IgG1 67% 15% 56%

ТАБЛИЦА 3. КОНЦЕНТРАЦИЯ БЕЛКА В ЭЛЮАТАХ 
СЫВОРОТКИ КРОВИ ЖИВОТНЫХ, ПОЛУЧЕННЫХ 
В РЕЗУЛЬТАТЕ ПРОВЕДЕНИЯ ИММУНОАФФИННОЙ 
ХРОМАТОГРАФИИ

TABLE 3. PROTEIN CONCENTRATION IN THE ELUATES OF 
THE BLOOD SERUM OF ANIMALS OBTAINED AS A RESULT 
OF IMMUNOAFFINITY CHROMATOGRAPHY

Сорбенты
Sorbents

Концентрация в элюатах 
сывороток, мкг/мл

Concentration in blood serum 
eluates, μg/ml

Ra Ra-GSM Pig-M
АИ-1-сефароза
AI-1-sepharose < 5 140 144

АИ-2-сефароза
AI-2-sepharose < 5 137 136

АИ-3-сефароза
AI-3-sepharose < 5 141 135

АИ-4-сефароза
AI-4-sepharose < 5 122 134

Ig-сефароза
Ig-sepharose < 5 < 5 < 5 

ТАБЛИЦА 4. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СПЕЦИФИЧНОСТИ АНТИТЕЛ КРОЛИКА, ИММУНИЗИРОВАННОГО GSM-BSA, 
ПОЛУЧЕННЫХ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ИММУНОСОРБЕНТОВ АИ-1- И АИ-4-СЕФАРОЗА
TABLE 4. DETERMINATION OF GSM-BSA IMMUNIZED RABBIT ANTIBODIES, OBTAINED USING AI-1- AND AI-4-SEPHAROSE 
IMMUNOSORBENTS

Ra-АИ,
мкг/мл
Ra-AI,
μg/ml

Оптическая плотность (ОП) при 450 нм
Optical density (OD), 450 nm

Антиген, сорбированный на твердой фазе
Antigen sorbed on solid phase

КММ-лизоцим
KMM-lisozyme

GSM-лизоцим
GSM-lisozyme

FAM-лизоцим
FAM-lisozyme

Ra АИ-1
Ra AI-1

Ra АИ-4
Ra AI-4

Ra АИ-1
Ra AI-1

Ra АИ-4 
Ra AI-4

Ra АИ-1
Ra AI-1

Ra АИ-4
Ra AI-4

0 0,035 0,033 0,034 0,030 0,026 0,03
0,01 0,077 0,065 0,095 0,078 0,041 0,034
0,1 0,42 0,449 0,450 0,476 0,130 0,074
1 2,151 1,964 2,239 1,932 0,793 0,299

фарозы 4B по методике [5] и конъюгат биотина 
с белком сыворотки мини-свиньи, иммунизиро-
ванной KMM-, GSM- и FAM-БСА, который был 
элюирован с сорбента АИ-1-сефароза [10]. 

Для определения специфичности полученных 
mAb2 были использованы сыворотки: неиммун-
ного кролика (Ra); кролика (Ra-GSM), иммуни-
зированного GSM-BSA и мини-свиньи (Pig-M), 
иммунизированной одновременно конъюгатами 
трех производных морфина: 6-гемисукциниль-

ного (GSM), 3-О-карбоксиметильного (KMM) 
и 2-p-карбокси-фенилазометильного (FAM) 
с BSA [2].

Через колонку с сорбированными на сефарозе 
АИ-1, 2, 3 и 4 (АИ-сефароза) пропускали одно-
кратно 1,0 мл сыворотки, в ряде экспериментов 
трижды. В качестве контроля использовали сор-
бированные на сефарозе мышиные иммуногло-
булины (Ig-сефароза). После нанесения образца 
колонку отмывали фосфатно-солевым буфером 
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ТАБЛИЦА 5. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СПЕЦИФИЧНОСТИ БИОТИНИЛИРОВАННЫХ БЕЛКОВ ЭЛЮАТА СЫВОРОТКИ МИНИ-
СВИНЬИ, ИММУНИЗИРОВАННОЙ КММ-BSA, GSM-BSA И FAM-BSA, ПОЛУЧЕННОГО С СОРБЕНТА АИ-1-СЕФАРОЗА

TABLE 5. DETERMINATION OF THE SPECIFICITY OF KMM-BSA, GSM-BSA, AND FAM-BSA IMMUNIZED MINI-PIG 
BIOTINYLATED PROTEINS OF SERUM ELUATE OBTAINED FROM AI-1-SEPHAROSE SORBENT

Pig-M-
биотин,

нг/мл
Pig-M-
biotine,
ng/ml

Оптическая плотность (ОП) при 450 нм
Optical density (OD), 450 nm

Антиген, сорбированный на твердой фазе
Antigen sorbed on solid phase

KMM-лизоцим
KMM-lisozyme

GSM-лизоцим
GSM-lisozyme

FAM-лизоцим
FAM-lisozyme

0 0,016 0,018 0,014

4 0,035 0,099 0,0365

20 0,0845 0,263 0,094

100 0,139 0,826 0,1875

500 0,465 2,0505 0,583

Рисунок 1. Электрофореграмма препаратов первичных 
антител к производным морфина, выделенных 
из сывороток кролика и мини-свиньи с помощью 
иммуноаффинной хроматографии
Примечание. A – элюат сыворотки Ra-GSM; B – элюат 
сыворотки Pig-M. + – восстановленные условия; - – 
невосстановленные условия.
Figure 1. Electrophoregram of primary anti-morphine antibody 
preparations isolated from rabbit and mini-pig sera by 
immunoaffinity chromatography
Note. A, eluate of Ra-GSM serum; B, eluate of the Pig-M serum. +, 
reduced conditions; -, non-reduced conditions.

Рисунок 2. Определение антител к производным 
морфина в контрольных сыворотках крови человека, 
кролика, мини-свиньи и в сыворотках крови 
иммунизированных животных
Примечание. КС-Hu; -Ra; -Pig – контрольные сыворотки крови 
человека, кролика, мини-свиньи соответственно. Ra-GSM – 
сыворотка кролика, иммунизированного GSM-BSA. Pig-M – 
сыворотка мини-свиньи, иммунизированной GSM-BSA, KMM-
BSA и FAM-BSA.
Figure 2. Detection of antibodies to the morphine derivatives in 
control sera from human, rabbit, mini-pig, and in sera from the 
immunized animals
Note. КС-Hu; -Ra; -Pig, control blood sera, from human blood, rabbit, 
mini-pig respectively. Ra-GSM, serum from a rabbit immunized with 
GSM-BSA. Pig-M, serum from a mini-pig immunized with GSM-BSA, 
KMM-BSA, and FAM-BSA.
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(ФСБ) с рН 7,2. Для удаления с сорбента неспеци-
фически связавшихся компонентов сыворотки 
через колонку пропускали фосфатно-солевой 
буфер (рН 7,2), содержащий 1 М хлорида натрия. 
Затем колонку снова промывали ФСБ, после чего 
проводили элюцию 0,1 М глициновым буфером 
с рН 2,5. Все элюаты собирали в объемах 1,0 мл, 
нейтрализовали до рН 7,2-7,4 и диализовали про-
тив 0,15 М раствора хлорида натрия. Концен-
трацию белка измеряли спектрофотометрически 
при длине волны 280 нм с учетом коэффициента 
молярной экстинции для IgG1, IgG4.

Анализ аффинно выделенных препаратов 
проводили методом электрофореза в денатури-
рующих условиях в 4-20% градиентном полиа-
криламидном геле с додецилсульфатом натрия 
(ДСН) в присутствии или без добавления восста-
навливающего агента по ранее описанной мето-
дике [13].

Для определения Ат1 к производным морфи-
на в сыворотке иммунных животных были приго-
товлены коньюгаты mAb2 с пероксидазой хрена 
по ранее описанной методике [10].

Результаты 
В таблице 2 представлены данные по изотипу 

полученных mAb2, а также их иммунологическая 
специфичность по отношению к трем произво-
дным морфина. 

В таблице 3 приведены концентрации белка, 
полученного из 1 мл сыворотки животных: Ra, 
Ra-GSM и Pig-M, с использованием иммуно-
аффинных сорбентов АИ-1-, 2-, 3- и 4-сефароза 
и Ig-сефароза. 

Определение специфичности выделенных 
антител проводили в микропланшетах с сорби-
рованными коньюгатами производных морфина 
KMM-, GSM- и FAM-лизоцим. 

В таблице 4 представлены результаты ИФА 
белков в элюатах Ra-GSM, полученных с имму-
носорбентов АИ-1- и АИ-4-сефароза, где в ка-
честве детектирующего конъюгата использовали 
антитела козы против иммуноглобулинов кро-
лика, конъюгированные с пероксидазой хрена 
(Sigma, США). 

В таблице 5 представлены результаты ИФА 
белков в элюатах Pig-M, которые предварительно 
конъюгировали с биотином, на последней стадии 
анализа меченые антитела детектировали раство-
ром стрептавидин-пероксидазы.

Результаты исследования выделенных препа-
ратов антител кролика и мини-свиньи методом 
денатурирующего электрофореза в градиентном 
полиакриламидном геле (4-20%) представлены 
на рисунке 1. 

Для того чтобы определить, насколько полно 
можно выделить пул поликлональных антител 
к производным морфина, через сорбенты АИ-
1-, 2-, 3- и 4-сефароза пропускали сыворотки 
крови лабораторных животных до полного уда-
ления специфичных к полученным АИ антител. 
На первой стадии хроматографии из 1 мл сыво-
ротки удавалось выделить от 0,12 до 0,14 мг анти-
тел. Проведение рехроматографии истощенной 
по антителам сыворотки позволило выделить 
дополнительно 15-20% антител. В результате тре-
тьей хроматографии удалось выделить не более 
2-4% антител. Однако иммуноферментный ана-
лиз на антигенах КММ, GSM и FAM-лизоцим 
позволил детектировать в истощенных сыворот-
ках до 83-87% антител, специфичных к произво-
дным морфина. 

Полученные mAb2 были проверены в тест-
системе по определению Ab1 к производным 
морфина в сыворотках иммунизированных жи-
вотных. Для этого в лунки с сорбированными 
mAb2 вносили сыворотки неиммунизирован-
ного кролика, мини-свиньи, человека, Ra-GSM 
и Pig-M. Через 1 час инкубации в лунки вносили 
растворы конъюгатов тех же Ab2, но меченных 
пероксидазой хрена. Результаты ИФА представ-
лены на рисунке 2. 

Обсуждение
Как видно из таблицы 2, полученные mAb2 

антитела отличаются не только по изотипам, но 
и по иммунологической специфичности. Так, 
АИ-2 одинаково сильно конкурируют с тремя 
производными морфина, в то время как конку-
ренция АИ-3 со всеми производными слабая. 
АИ-1 и АИ-4 сильнее конкурируют с GSM- 
и FAM-производными морфина.

Результаты, представленные в таблице 3, сви-
детельствуют о том, что элюаты сыворотки кон-
трольного кролика не содержат белков, которые 
специфически связались бы с сорбентами АИ-
сефароза. В то же время из сыворотки кроли-
ка, иммунизированного GSM-BSA (Ra-GSM), 
и мини-свиньи (Pig-M), удалось выделить при-
близительно одинаковое количество белка на тех 
же иммуносорбентах. При этом элюат с кон-
трольного сорбента Ig-сефароза не содержал 
бело к.

Как видно из таблиц 4 и 5, в элюатах сыворо-
ток кролика и мини-свиньи содержатся антите-
ла, которые распознают три производных мор-
фина (KMM, FAM, GSM). Данные результаты 
подтверждают, что полученные моноклональные 
антитела распознают первичные антитела (Ab1), 
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специфичные к производным морфина, то есть 
являются антиидиотипическими по отношению 
к Ab1, имеющим данную специфичность, неза-
висимо от их видовой принадлежности. 

Из рисунка 1 видно, что выделенные белки, 
которые распознаются антивидовыми конъю-
гатами к иммуноглобулинам класса IgG, имеют 
молекулярную массу 160 и 180 кДа и распадаются 
в восстановленных условиях на две цепи: легкую 
и тяжелую, то есть относятся к иммуноглобули-
нам класса IgG. 

Результаты, представленные на рисунке 2, на-
глядно свидетельствуют о положительной реак-
ции mAb2, присутствующих в сыворотках испы-
туемых животных, c Ab1, что позволяет сделать 
вывод о возможности создания тест-системы 
по определению антител к производным морфи-
на у человека без применения в анализе нарко-
тических препаратов как антигенов на твердой 
фазе. Применение такой тест-системы будет по-
лезно в будущем для контроля напряженности 
иммунитета (выработки антител к производным 

морфина) при иммунизации людей вакцина-
ми для лечения и профилактики зависимости 
от опиатов.

Таким образом, в результате проведенной 
работы были впервые получены четыре клона, 
продуцирующие мышиные моноклональные 
антиидиотипические антитела (mAb2) к идиоти-
пическим (первичным) антителам кролика (Ab1), 
иммунизированного одним из трех производных 
морфина. Данные mAb2, независимо от их видо-
вой принадлежности, способны к распознаванию 
определенного пула поликлональных Ab1 к про-
изводным морфина, который составляет 13-17% 
от общего количества специфических к антигену 
антител в сыворотке крови кролика или мини-
свиньи. На основе полученных антиидиотипи-
ческих антител предполагается разработка тест-
систем по определению антител, специфичных 
к опиатам, в сыворотке крови людей при про-
ведении специфической вакцинации с лечебной 
или профилактической целью.
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ДИАГНОСТИКА АЛЛЕРГИИ IN VITRO: СРАВНИТЕЛЬНЫЙ 
АНАЛИЗ РЕЗУЛЬТАТОВ СПЕЦИФИЧЕСКОГО 
ИММУНОГЛОБУЛИНА E К ИНГАЛЯЦИОННЫМ 
АЛЛЕРГЕНАМ, ПОЛУЧЕННЫХ С ПОМОЩЬЮ ТЕСТ-СИСТЕМ 
IMMULITE И PHADIA 
Зуева Е.В.1, Хамитова И.В.1, Меличкина А.М.1, Лазаренко Л.Л.1, 
Баканина Л.А.2, Тотолян Арег А.1, 3

1 ФБУН «Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени Пастера»,  
Санкт-Петербург, Россия  
2 СПбГБУЗ «Городская поликлиника № 71», Санкт-Петербург, Россия  
3  ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Аллерген-специфическая диагностика проводится на основе сбора данных семейного 
и личного анамнеза пациента, по результатам кожного тестирования, провокационных проб и лабо-
раторных методов исследования. В подтверждении диагноза и выявлении патогенетического меха-
низма гиперчувствительности немедленного типа к аллергену ключевую роль играют методы опре-
деления специфических IgE-антител (sIgE). Цель исследования – оценить результаты определения 
специфических IgE-антител к аллергенам e2 эпителия кошки, d1 клеща домашней пыли D. farinae 
и t3 пыльцы березы в сыворотках крови больных, страдающих респираторной аллергией, путем про-
ведения сравнения двух методов Phadia ImmunoCAP и Immulite 3gAllergy, а также определения соот-
ветствия результатов этих тест-систем результатам кожных проб. Образцы сыворотки были получены 
от пациентов поликлиник Санкт-Петербурга, которые страдали респираторной аллергией (n = 50). 
Образцы анализировали параллельно в двух независимых лабораториях, при этом каждая из лабо-
раторий применяла одну из тест-систем. Ретроспективные результаты кожных проб были получены 
у двадцати шести из пятидесяти отобранных пациентов. Междутестовое сравнение проведено с по-
мощью определения конкордантности положительных и отрицательных результатов, корреляцион-
ного и регрессионного анализов результатов sIgE для каждого аллергена и ROC-анализа для сравне-
ния диагностической специфичности и чувствительности тест-систем по отношению к результатам 
кожных проб. Проведенное исследование показало, что по критериям согласия и сопряженности 
результатов тест-система Immulite имела тесную связь с тест-системой Phadia. Как анализ классов, 
так и анализ количественных значений sIgE показал хорошую положительную корреляцию от 0,79 
до 0,99 (p < 0,0001) для всех трех аллергенов между двумя тест-системами. Высокая точность совпаде-
ния в показателях чувствительности, площади под ROC-кривыми (AUC) и порогах отсечения у обеих 
тест-систем была получена для аллергена D. farinae. По аллергенам эпителия кошки и пыльцы березы 
наблюдались различия между тест-системами: чувствительность и значения AUC были достоверно 
больше у Immulite, чем у Phadia для обоих аллергенов. 
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Таким образом, междутестовое сравнение дало практически эквивалентные как бинарные, так и 
количественные результаты определения sIgE-антител к аллергенам кошки, клеща и березы. Срав-
нение тест-систем по их связи с кожными пробами показало, что результаты анализа Immulite имели 
более точную, по сравнению с анализом Phadia, связь по аллергенам кошки и березы. 

Ключевые слова: специфические IgE, ингаляционные аллергены, Phadia, Immulite, кожные пробы

IN VITRO ALLERGY DIAGNOSIS: A COMPARATIVE ANALYSIS 
OF IgE SPECIFIC TO THE INHALANT ALLERGENS, OBTAINED 
BY IMMULITE AND PHADIA ASSAY SYSTEMS
Zueva E.V.a, Khamitova I.V.a, Melichkina A.M.a, Lazarenko L.L.a, 
Bakanina L.A.b, Totolian Areg A.a, c

a Pasteur Research Institute of Epidemiology and Microbiology, St. Petersburg, Russian Federation 
b Municipal Polyclinic No. 71, St. Petersburg, Russian Federation  
c First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Allergen-specific diagnostics is carried out on the basis of the data collection from the patient’s 
family and personal history, skin test results, provocative tests and laboratory research methods. Methods for 
determining specific IgE antibodies (sIgE) play a key role in confirming the diagnosis and identifying the 
pathogenetic mechanism of an immediate-type hypersensitivity to an allergen. The purpose of the study was 
to evaluate the results of determining sIgE for allergens of cat epithelium, house dust mite D. farinae and 
birch pollen in the blood serum of patients suffering from respiratory allergy, by comparing two methods of 
ImmunoCAP Phadia and 3gAllergy Immulite, as well as determining whether the results of these test systems 
are in concordance with the results of skin tests in the patients. The serum samples were obtained from patients 
of St. Petersburg adult outpatient clinics, who suffered from respiratory allergies (n = 50). The samples were 
analyzed in parallel in two laboratories, with each of the laboratories using single test systems. The retrospective 
skin test results were obtained from twenty six of the fifty selected patients. The inter-method comparison was 
conducted by determining the concordance of positive and negative results, correlation and regression analysis 
of sIgE results for each allergen and ROC-analysis to compare the diagnostic specificity and sensitivity of test 
systems in relation to the results of skin tests. This study showed that, in terms of agreement and contingency 
of the results, the Immulite test system had a close relationship with the Phadia test system. Both analysis of 
classes and quantitative sIgE analysis showed a good positive correlation from 0.79 to 0.99 (p < 0.0001) between 
the two test systems for all three allergens. High accuracy of coincidence in terms of sensitivity, area under 
the ROC curves (AUC) and cut-off threshold in both test systems was obtained for the D. farinae allergen. 
For allergens of cat epithelium and birch pollen, some differences between test systems were observed, i.e., 
sensitivity and AUC values were significantly higher in Immulite than in Phadia assay for both allergens. 

Thus, the inter-method comparison gave almost equivalent binary and quantitative results of the 
determination of sIgE antibodies to cat, tick and birch allergens. Comparison of in vitro test results, and their 
correlation with skin tests showed that the cat and birch in vitro antibody testing with Immulite assay was more 
closely connected with skin test results, than Phadia assay system.

Keywords: specific IgE, inhalation allergens, Phadia, Immulite, skin tests

Введение
Специфическая аллергодиагностика прово-

дится на основе сбора данных семейного и лич-
ного анамнеза пациента, по результатам кожного 
тестирования, провокационных проб и лабора-
торных методов исследования. Для подтвержде-
ния диагноза и выявления патогенетического ме-
ханизма гиперчувствительности немедленного 
типа ключевую роль играют методы определе-
ния аллерген-специфических IgE-антител [2]. 
Первый in vitro тест для определения аллерген-
специфических иммуноглобулинов класса E был 

предложен в 1967 году [17] как радиоаллергосор-
бентный тест (RAST). Некоторое время спустя 
появились аналоги RAST на основе иммунофер-
ментного анализа. В 1973 году ВОЗ был утвержден 
первый стандарт препарата человеческого IgE, 
который был использован для построения мно-
готочечной калибровочной кривой, делая воз-
можными стандартизированные количествен-
ные измерения [14]. Появление стандарта IgE 
способствовало созданию тест-систем второго 
поколения, диагностические результаты которых 
стали представлять в международных единицах 
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МЕ/мл (kЕ/L), одна единица которого составила 
2,42 нг IgE. С тех пор на протяжении уже более 40 
лет технологии создания новых IgE тест-систем 
постоянно развиваются и совершенствуются. 
В 90-е годы были разработаны многочисленные 
тест-системы второго поколения, которые ши-
роко используются в практике и до настоящего 
времени. Системы второго поколения увеличили 
чувствительность лабораторных исследований 
и стали одними из важнейших диагностических 
инструментов для IgE-опосредованных аллер-
гических заболеваний. Однако использование 
наборов от разных производителей с различ-
ными характеристиками привело к получению 
противоречивых результатов анализов. Поэтому 
одной из основных проблем определения IgE-
антител на тест-системах второго поколения 
стал вопрос соответствия их результатов между 
собой, а также соответствия с клинической сим-
птоматикой и аллергологическим анамнезом. 
В многочисленных исследованиях, проводимых 
с целью сравнения методов определения аллер-
ген-специфических IgE между собой, в качестве 
эталонной была принята тест-система Pharmacia 
CAP (Uppsala, Sweden) [7, 9, 12, 13, 15, 16]. В на-
стоящее время для определения количественных 
уровней sIgE преимущество получили полностью 
автоматизированные, с повышенной чувстви-
тельностью тест-системы третьего поколения 
Phadia ImmunoCAP (Thermo Scientific) и Immulite 
3gAllergy (Siemens Medical Solutions Diagnostics). 
Эти две системы имеют одинаковую калибро-
вочную шкалу 0-100 МЕ/мл, пороговое значение 
положительных концентраций – 0,1 МЕ/мл, но 
различаются по своим технологическим харак-
теристикам: формам используемых аллергенов, 
методам проведения анализа, системам автома-
тизации. Так, в тест-системе Phadia ImmunoCAP 
используются твердофазные аллергены, иммо-
билизованные на нитроцеллюлозную губку сфе-
рической формы, а в Immulite 3gAllergy – жидко-
фазные биотинилированные аллергены, которые 
в процессе анализа связываются с авидином, мо-
билизованном на полимерных частицах. Кроме 
того, эти системы имеют разные методы детек-
ции: у анализатора Phadia – флюоресценция, а у 
анализатора Immulite – хемилюминисценция. 
Таким образом, сравнение эффективности этих 
двух наиболее востребованных на сегодня тест-
систем остается актуальным вопросом [6, 8, 11].

Цель исследования – оценить результаты опре-
деления специфических IgE-антител к аллерге-
нам e2 эпителия кошки, d1 клеща домашней пыли 
D. farinae и t3 пыльцы березы в сыворотках крови 
больных, страдающих респираторной аллергией, 
путем проведения сравнения двух методов Phadia 
ImmunoCAP и Immulite 3gAllergy, а также опреде-
ления соответствия результатов этих тест-систем 
результатам кожных проб.

Материалы и методы 
Пациенты
В исследовании участвовали пациенты ал-

лергологических кабинетов городских поликли-
ник Санкт-Петербурга. Взятие крови больных 
и дальнейшие исследования осуществляли в Ме-
дицинском центре ФБУН НИИ эпидемиологии 
и микробиологии имени Пастера. Критериями 
включения в группу участия были следующие 
показатели: а) возраст старше 18 лет; б) наличие 
по данным истории болезни сенсибилизации 
к аллергенам e1– эпителия кошки, d2 – клеща 
домашней пыли D. farinae и t3 – пыльцы бере-
зы; в) наличие ранее полученных результатов 
тестов in vitro и/или in vivo к исследуемым аллер-
генам. В исследование были включены 50 чело-
век, из них 24 мужчины и 26 женщин в возрасте 
от 18 до 67 лет, отобранных в период с ноября 
2018 по февраль 2019 года. Информированное 
согласие получено у всех пациентов, включенных 
в это исследование. Собранная группа пациентов 
представляла собой популяцию жителей города 
Санкт-Петербурга с подтвержденными атопиче-
скими заболеваниями. Диагноз аллергического 
ринита был установлен у всех пятидесяти пациен-
тов. У одиннадцати из них диагноз «бронхиальня 
астма» сочетался с аллергическим ринитом, а у 
одного пациента диагностировано сочетание ри-
нита с атопическим дерматитом.

Сыворотки крови и измерение sIgE к аллергенам
В образцах сывороток крови определяли ко-

личество IgE-антител к наиболее значимым ин-
галяционным аллергенам e1, d2 и t3. Сыворотка 
крови каждого пациента была разделена на три 
пробирки (типа эппендорф) по 1-1,5 мл, им были 
присвоены идентификационные номера, а затем 
пробирки замораживали и хранили при темпера-
туре -80 оC. Образцы сывороток были отправлены 
в две независимые лаборатории, каждая из кото-
рых использовала свою тест-систему Immulite 
2000 3gAllergy или Phadia 250 ImmunoCAP. Все 
сыворотки одновременно анализировались всле-
пую на каждом из анализаторов.

Кожные пробы
В исследование были включены имеющие-

ся ретроспективные результаты кожных проб 
к трем аллергенам, включенным в исследование 
(e1,d2,t3). Кожные тесты были выполнены ранее 
в аллергологических кабинетах городских поли-
клиник с использованием экстрактов аллергенов 
производства ФГУП НПО «Микроген» (г. Став-
рополь) в соответствии с инструкциями произ-
водителя. Реакция кожной пробы считалась по-
ложительной, если диаметр волдыря превышал 
отрицательный контроль на 3 мм и более.

Статистический анализ
Определение согласия и сопряженности меж-

ду результатами тест-систем по каждому аллерге-



1000

Zueva E.V. et al.
Зуева Е.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ну было осуществлено качественным анализом 
с помощью четырехпольных таблиц сопряжен-
ности 2 × 2 бинарных величин. В качестве мето-
да сравнения использовали тест-систему Phadia 
ImmunoCAP. Были вычислены коэффициент 
согласия, критерий χ2, коэффициент взаимной 
сопряженности Пирсона, а также коэффици-
ент ассоциации Юла [1, 3]. Полуколичествен-
ное сравнение между классами (классы 0-6) 
и количественное сравнение уровней sIgE осу-
ществляли с помощью корреляционного ана-
лиза Спирмена. Коэффициент ранговой корре-
ляции Спирмена оценивали по шкале Чеддека: 
+1 – полная связь; 0,99-0,7 – сильная; 0,7-0,3 – 
средняя связь; 0,3-0,1 – слабая, 0 – нет свя-
зи. Определение взаимосвязи между уровнями 
sIgE-тестов осуществляли с помощью линейного 
регрессионного анализа. Для сравнения диагно-
стической специфичности и чувствительности 
количественных результатов двух тест-систем 
был проведен анализ ROC-кривых. В качестве 
клинического эталона были приняты результаты 
положительных и отрицательных кожных проб. 
Для ROC-анализа использовали только резуль-
таты пациентов, у которых имелся полный на-
бор всех трех тестов (кожные пробы, sIgE Phadia 
и sIgE Immulite). Анализ ROC-кривых прово-
дили по вычислению значений площадей под 
кривыми (AUC) и по определению пороговых 
значений концентраций IgE-антител для каждо-
го аллергена, при которых имелся баланс между 
чувствительностью и специфичностью. Стати-
стический анализ и графические работы для ри-
сунков выполнялись с использованием пакета 
Microsoft Offic Excel 2010 (Microsoft Corporation, 
Seattle, США) и программного обеспечения 
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc).

Результаты
Качественный анализ результатов sIgE
Оценка связи между положительными и от-

рицательными результатами у сравниваемых 
тест-систем по каждому аллергену представлена 
в таблице 1. Суммарные коэффициенты согла-
сия составили 0,75 (d2 D. farinae), 0,95 (t3 береза) 
и 1,0 (e1 кошка). Критерий согласия χ2 показал 
наличие достоверной взаимосвязи тест-систем, 
а значения критерия Пирсона превышали зна-
чение 0,5, что свидетельствовало о взаимосвязи 
по всем аллергенам. Сопряженность между чис-
лом совпадающих положительных и отрицатель-
ных результатов по всем трем аллергенам имела 
сильную связь между Phadia и Immulite.

Корреляционный и регрессионный анализы 
Данные анализа корреляции классов и кор-

реляции количественных значений sIgE меж-
ду Phadia и Immulite приведены в таблице 2. 
Как анализ классов, так и анализ уровней sIgE 
показал высокую положительную корреляцию 
(p < 0,0001) между двумя тест-системами для всех 
трех аллергенов. Коэффициенты ранговой кор-
реляции Спирмена варьировали от 0,79 для ал-
лергена d2 D. farinae, 0,91 для аллергена e1 кошки 
и до 0,99 для аллергена t3 березы, что свидетель-
ствует о значительной связи результатов Phadia 
и Immulite. Коэффициент детерминации R2, по-
казывающий числовую оценку взаимосвязи срав-
ниваемых методов, имел значения 0,78 для аллер-
гена e1 кошки, 0,93 для d2 D. farinae и 0,91 для t3 
березы, что подтверждает наличие статистически 
значимой сильной связи результатов. Визуализа-
ция данных корреляционного и регрессионного 
анализов уровней sIgE представлена на рисун-
ке 1. Точки на диаграмме рассеяния находились 
близко к линиям регрессии, что свидетельствует 
о тесной положительной корреляционной свя-

ТАБЛИЦА 1. СОГЛАСИЕ И АССОЦИАЦИЯ МЕЖДУ ПОЛОЖИТЕЛЬНЫМИ И ОТРИЦАТЕЛЬНЫМИ РЕЗУЛЬТАТАМИ 
У СРАВНИВАЕМЫХ ТЕСТ-СИСТЕМ IMMULITE И PHADIA
TABLE 1. POSITIVITY AND NEGATIVITY AGREEMENT AND CONTINGENCY BETWEEN IMMULITE И PHADIA

Аллерген 
Allergen 
(n = 50)

Коэффициент 
согласия 

Agreement ratio

Критерий χ2 (p)
Criterion χ2

(p-value)

Критерий 
сопряженности 

Пирсона 
Pearson’s contingency 

test 

Коэффициент 
ассоциации 

Contingency ratio 

e2 Эпителий 
кошки 
Cat

1,00 (40/40) 22,22
(< 0,001) 0,55 1,00

d1 Клещ 
Mite
D. farinae 

0,75 (18/24) 18,59 
(< 0,0001) 0,52 0,90

t3 Пыльца 
березы 
Birch

0,95 (38/40) 33,01 
(< 0,0001) 0,63 0,99
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ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННЫЙ АНАЛИЗ МЕЖДУ КОЛИЧЕСТВЕННЫМИ ЗНАЧЕНИЯМИ КОНЦЕНТРАЦИЙ sIgE 
И КЛАССАМИ sIgE IMMULITE И PHADIA

TABLE 2. CORRELATION ANALYSIS BETWEEN OF THE PHADIA’S AND IMMULITE’S sIgE LEVELS AND CLASSES.

Аллергены
Allergens 

Корреляция уровней slgE (МЕ/мл)
Correlation of slgE levels (kU/l)

Корреляция классов
slgE

Intra-class correlation 

n = 50 rs (95% ДИ)
rs (95% CI) p* rs (95% ДИ)

rs (95% CI) p*

e2 Эпителий 
кошки 
Cat

0,91
(0,85-0,95)  < 0,001 0,86

(0,77-0,92) < 0,001

d1 Клещ 
Mite
D. farinae 

0,79
(0,65-0,88)  < 0,0001 0,79

(0,65-0,88) < 0,0001

t3 Пыльца березы 
Birch

0,99
(0,97-0,99)  < 0,0001 0,93

(0,88-0,96) < 0,0001

Примечание. * p – значения рассчитаны с использованием коэффициента корреляции Спирмена.

Note. * p-values were calculated using Spearman’s correlation coefficient.

ТАБЛИЦА 3. ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ, СПЕЦИФИЧНОСТЬ, ОПТИМАЛЬНЫЙ ПОРОГ ОТСЕЧЕНИЯ И АНАЛИЗ ROC-
КРИВЫХ СРАВНИВАЕМЫХ ТЕСТ-СИСТЕМ IMMULITE И PHADIA ОТНОСИТЕЛЬНО РЕЗУЛЬТАТОВ КОЖНЫХ ПРОБ

TABLE 3. SENSITIVITY, SPECIFICITY, OPTIMAL CUT-OFF THRESHOLD AND ANALYSIS OF ROC CURVES WHEN COMPARING 
IMMULITE AND PHADIA SYSTEMS WITH SKIN TESTS RESULTS

Аллергены
Allergens 
(n = 26)

Тест-
система

Assay 
systems

ЧУВ (95% ДИ) 
SE (95% CI)

СП (95% ДИ) 
SP (95% CI)

Порог 
отсечения 

Cut-off 

Площадь под ROC-кривой 
Area under the ROC curve 

МЕ/мл 
kU/l

Площадь (95% ДИ) 
AUC (95% Cl) p

e2 Эпителий 
кошки 
Cat

Phadia 0,69 (0,48-0,86) 0,38 (0,20-0,59) 1,02 0,63 (0,46-0,79) 0,1135

Immulite 0,77 (0,78-1,00) 0,38 (0,20-0,59) 1,13 0,76 (0,61-0,91) 0,0012

d1 Клещ 
Mite
D. farinae

Phadia 0,65 (0,44-0,83) 0,81 (0,61-0,93) < 0,78 0,62 (0,46-0,79) 0,1288

Immulite 0,65 (0,44-0,83) 0,81 (0,61-0,93) < 0,76 0,59 (0,43-0,76) 0,2379

t3 Пыльца 
березы 
Birch

Phadia 0,61 (0,41-0,80) 0,38 (0,20-0,59) 1,77 0,70 (0,56-0,85) 0,01158

Immulite 0,81 (0,61-0,93) 0,38 (0,20-0,59) 1,97 0,83 (0,71-0,95) < 0,0001

зи между количественными результатами sIgE 
Phadia и Immulite.

Анализ характеристических кривых тестов 
(ROC-анализ)

Результаты всех трех тестов (кожные про-
бы, sIgE Phadia и sIgE Immulite) были получены 
у 26-ти пациентов. Для сравнения клинической 
эффективности тест-систем построены ROC-
кривые (рис. 2) и для каждого аллергена были 
определены пороговые отсечения sIgE, обеспечи-
вающие наивысшие значения чувствительности 
и специфичности, которые они могут достигнуть 
совместно. Пороговые значения концентраций 
IgE-антител и соответствующие им значения чув-
ствительности, специфичности и их 95% довери-

тельные интервалы, площади под ROC-кривыми 
представлены в таблице 3. Как видно из таблицы, 
значения AUC у тест-систем по всем аллергенам 
превышали значение 0,5, что свидетельствует 
о наличии клинической согласованности резуль-
татов sIgE исследуемых тест-систем с кожными 
пробами. Хорошая точность совпадения между 
тест-системами в показателях чувствительно-
сти, AUC и пороге отсечения была получена 
для аллергена d2 D. farinae. Оптимальный порог 
отсечения уровней sIgE был практически оди-
наковым и составлял < 0,76 МЕ/мл для Immulite 
и < 0,78 МЕ/мл для Phadia. Однако статистиче-
ская достоверность ROC-кривых по этому ал-
лергену не обнаружена. У аллергенов e1эпителия 
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кошки и t3 пыльцы березы наблюдались различия 
между тест-системами: чувствительность была 
выше у Immulite, значения порогов отсечения 
были ниже у Phadia. Значения AUC были досто-
верно больше у Immulite, чем у Phadia по обоим 
аллергенам, и составили по аллергену e1кошки 
0,76 (p < 0,005) для тест-системы Immulite, 0,63 
(p = 0,114) для Phadia, а по аллергену t3 березы 
0,83 (p < 0,0001) и 0,70 (p < 0,05) соответствен-
но. При этом достоверность ROC-кривой аллер-
гена e2 кошки у Phadia отсутствовала. Визуаль-
ная оценка (рис. 2) показала, что расположение 
ROC-кривых Immulite для аллергенов e1 кошки 
и t3 березы выше от диагональной линии, чем 
ROC-кривые Phadia, а для аллергена d2 D. farinae 

ROC-кривые обеих тест-систем находятся прак-
тически на одной высоте.

Обсуждение
Тесты определения sIgE антител in vitro при-

обрели широкое применение для определения 
наличия сенсибилизации к тому или иному ал-
лергену у пациентов, страдающих аллергией. Ко-
личественная оценка наличия sIgE антител помо-
гает врачу подобрать безопасную начальную дозу 
при проведении аллерген-специфической им-
мунотерапии (АСИТ) в соответствии с уровнем 
чувствительности конкретного пациента. Кроме 
того, оценка сенсибилизации по уровню IgE ис-
пользуется при мониторинге изменения реакции 

Рисунок 1. Диаграмма рассеяния значений sIgE, полученных с помощью Immulite и Phadia, и график линейной 
регрессии с величиной коэффициента детерминации R2 
Примечание. A – e2 аллерген кошки, Б – d1 аллерген D. farinae, В – t3 аллерген березы.
Figure 1. Scatterplot of sIgE levels obtained by Immulite and Phadia, and the linear regression graph with the value of R2-squared 
determination coefficient 
Note. A, e2 cat allergen; B, d1 D. farinae allergen; C, t3 birch allergen.

А (A) Б (B) В (C)

Рисунок 2. Графики ROC-кривых, характеризующие чувствительность и специфичность в зависимости 
от пороговых значений концентраций sIgE сравниваемых тест-систем Phadia и Immulite относительно результатов 
кожных проб
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. ROC curves characterizing sensitivity and specificity as a function of Cut-off values of sIgE concentrations when 
comparing Phadia and Immulite systems with skin tests results
Note. As for Figure 1.
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пациента на аллергены при АСИТ или при ис-
ключении тех или иных продуктов из рациона 
питания [4, 5]. Поэтому очень важно получение 
надежных и точных результатов sIgE как для по-
становки правильного диагноза, так и для про-
гностической оценки развития сенсибилизации. 

Мы провели сравнение двух имеющихся на се-
годняшний день тест-систем третьего поколения 
путем сопоставления результатов определения 
sIgE у 50 жителей Санкт-Петербурга, страдающих 
респираторной аллергией, и сравнения получен-
ных результатов у 26-ти пациентов из этой группы 
с клиническими результатами кожных проб. Это 
перекрестное исследование показало, что по по-
казателям конкордантности и ассоциации по-
ложительных и отрицательных результатов тест-
система Immulite 2000 3gAllergy имела тесную 
связь с тест-системой Phadia 250 ImmunoCAP. 
Корреляционный анализ и представленные диа-
граммы рассеяния с высокими значениями ко-
эффициентов детерминации показали хорошее 
согласие между двумя тест-системами. 

Кожные пробы являются наиболее распро-
страненным методом определения наличия сен-
сибилизации к тому или иному аллергену. Не-
смотря на различие способов определения sIgE, 
лежащих в основе методов in vivo (определение 
IgE-антител связанных с тучными клетками 
кожи) и in vitro (определение IgE-антител цир-
кулирующих в крови), сравнение исследуемых 
тест-систем с результатами кожных тестов по-
зволяет установить, есть ли совпадение между 
тест-системами по их отношению к результатам 
объективных клинических тестов. Этот подход 
сравнения представляется уместным, так как 
нет другого теста, кроме кожных проб, кото-
рый бы дал возможность иметь объективные 
результаты чувствительности и специфичности 
методов определения sIgE in vitro. С помощью 
ROC-анализа, основанного на кожных пробах, 
было проведено сравнение эффективности тест-
систем Phadia и Immulite. Анализ показал, что 
по аллергену d2 D. farina эффективность тест-
систем была практически одинаковой. Для па-

циентов с уровнем sIgE < 0,78 kЕ/L к аллергену 
d2 D. farinae наблюдалась благоприятная прогно-
стическая ценность отрицательных результатов, 
то есть хорошая специфичность тестов в диа-
пазоне низких значений sIgE. По аллергенам 
e1 кошки и t3 березы выявлено различие между 
тест-системами: сравнительная эффективность 
Immulite была достоверно выше, чем у Phadia 
по обоим аллергенам. Кроме того, эффектив-
ность ROC-кривой Phadia по аллергену e1 кошки 
не была достоверной. Значение 0,83 площади под 
кривой аллергена t3 березы указывает на высо-
кую информативность теста Immulite по опреде-
лению наличия сенсибилизации. При значениях 
уровней sIgE к аллергенам e1 кошки и t3 березы 
выше порога отсечения наблюдалась благопри-
ятная прогностическая ценность положительных 
результатов, то есть хорошей чувствительности 
при высоких значениях IgE. Поскольку чувстви-
тельность и специфичность тестов может разли-
чаться в зависимости от аллергена, важно ориен-
тироваться на значение критической величины 
IgE, характерной для конкретного аллергена [10], 
так как она позволяет диагностически правильно 
различать ложноположительные и ложноотрица-
тельные результаты.

Заключение
Таким образом, можно заключить, что между-

тестовое сравнение дало практически эквива-
лентные совпадения как по наличию положи-
тельных и отрицательных бинарных результатов, 
так и по количественным результатам определе-
ния sIgE-антител к аллергенам e1 эпителия кош-
ки, d2 клеща домашней пыли D. farinae и t3 пыль-
цы березы. Сравнение тест-систем Immulite 2000 
3gAllergy и Phadia 250 ImmunoCAP по их соответ-
ствию с результатами кожных проб показало, что 
они имели практически одинаковую связь по ал-
лергену d2 D. farinae, но метод Immulite показал 
большую информативность по определению сен-
сибилизации к аллергенам e1 кошки и t3 березы, 
чем метод Phadia.
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Статьи представляются в редакцию через систе-
му электронного издательства (http://mimmun.ru)  
в соответствии с требованиями журнала «Меди-
цинская иммунология» и «Инструкцией по подго-
товке и отправке статьи», представленной на сайте.

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

В журнал принимаются следующие виды публи-
каций:

Оригинальная статья
Статья должна описывать результаты закончен-

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

•  Введение содержит обоснование цели и задач 
проведенного исследования. 

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

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

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

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

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

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

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

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

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

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

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

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

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



1007

Правила для авторов
Instructions to Authors2019, Vol. 21,  5

2019, Т. 21, № 5

Вы можете оформить подписку на журнал «Медицинская иммунология» через отделения связи:
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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-
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6) Файл в формате .doc, .docx., rtf, с названи-
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ным файлом (Название каждой таблицы 
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с самой таблицей)
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грузке в систему ему присваивается имя «Ли-
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Порядковый 
номер ссылки

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

ФИО, название 
публикации 
и источника 
на английском

Полный ин-
тернет-адрес 
(URL) цитиру-
емой статьи

Размещаются 
в таблице 
в алфавитном 
порядке, вна-
чале русско-
язычные, затем 
на языках 
с  латинской 
графикой

Указывать 
по библио-
графическому 
стандарту, пред-
ставленному 
выше

Официальное 
англоязыч-
ное название 
публикации 
и источника, 
где она опу-
бликована 
- для русско-
язычных ста-
тей. В редких 
случаях, когда 
не существует 
официальных 
англоязычных 
названий (это 
возможно 
для таких 
типов публи-
каций, как те-
зисы, книги 
и др.) - редак-
ция просит 
предоставить 
их перевод, 
используя 
красный 
цвет шрифта. 
Для англоязыч-
ных публикаций 
и источников 
в этом столбце 
ставится про-
черк

В том случае, 
если инфор-
мация о статье 
не размещена 
на офици-
альном сайте 
издания, 
допустимо 
использовать 
URL статьи 
со сторонних 
сайтов, в том 
числе системы 
www.e-library.ru 

Текст должен быть набран с одинарным меж-
строчным интервалом; используется кегль шрифта 
в 14 пунктов; для выделения используется курсив, 
а не подчеркивание; все ссылки на иллюстрации, 
графики и таблицы расположены в соответствую-
щих местах в тексте, а не в конце документа.

Текст соответствует стилистическим и библио-
графческим требованиям.

Если вы отправляете статью в рецензируемый 
раздел журнала, то вы согласны с требованиями 
слепого рецензирования, подробнее о котором 
можно узнать на сайте журнала (http://mimmun.ru) 
из рубрики Рецензирование, в разделе «О Журнале».
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Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области
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ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

Институт экспериментальной медицины 
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора

Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им. акад. И.П. Павлова
*****

Российское научное общество иммунологов
Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов

Российское цитокиновое общество
Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»

Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации 
Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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