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Рисунок 2. Экспрессия VEGFR1 на ЭК и клетках линии THP-1
Примечание. А – график в координатах прямого (FSC) и бокового (FSC) светорассеяния для клеток линии THP-1 
(монокультивирование). Б – график в координатах FSC и SSC для ЭК (монокультивирование). В – изменение интенсивности 
экспрессии VEGFR1 на клетках линии THP-1 при их совместном культивировании с ЭК. Г – изменение интенсивности экспрессии 
VEGFR1 на ЭК при их совместном культивировании с клетками линии THP-1. Д – график в координатах FSC и CD45 (PerCP) 
отражает разделение клеток линии THP-1 и ЭК; разделение ЭК и клеток линии THP-1. Е – график в координатах FSC и SSC 
для совместного культивирования ЭК и клеток линии THP-1.
Figure 2. Expression of VEGFR1 by EC and THP-1 cells
Note. A, the graph displaying THP-1 cells (monoculture) in forward scatter light (FSC) and side scatter light (SSC) coordinates. B, the graph 
displaying EC (monoculture) in FSC and SSC coordinates. C, change of the intensity of VEGFR1 expression by THP-1 cells during their cultivation 
with EC. D, change of the intensity of expression of VEGFR1 by EC during their cultivation with THP-1 cells. E, the graph in FSC and CD45 
(PerCP) coordinates reflects the separation of THP-1 cells and EC. F, the graph in FSC and SSC coordinates for the co-cultivation of EC and 
THP- 1 cells.
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ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «ВЛИЯНИЕ ДЕПРИВАЦИИ VEGF НА ОБРАЗОВАНИЕ СОСУДОВ ЭНДОТЕЛИЕМ 
В ПРИСУТСТВИИ МАКРОФАГОВ»  (АВТОРЫ: КОЗЫРЕВА А.Р., ЛЬВОВА Т.Ю., МАРКОВА К.Л., СИМБИРЦЕВ А.С., 
ИЩЕНКО А.М., СЕЛЬКОВ С.А., СОКОЛОВ Д.И. [с. 231-248])

ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «МИКРОВЕЗИКУЛЫ ЕСТЕСТВЕННЫХ КИЛЛЕРОВ ЛИНИИ NK-92 ВЛИЯЮТ НА ФЕНОТИП 
И ФУНКЦИИ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК ЛИНИИ EA.Hy926»  (АВТОРЫ: МАРКОВА К.Л., МИХАЙЛОВА В.А., 
КОРЕНЕВСКИЙ А.В., МИЛЮТИНА Ю.П., РОДЫГИНА В.В., АЛЕКСАНДРОВА Е.П., МАРКОВ А.С., БАЛАБАС О.А., 
СЕЛЬКОВ С.А., СОКОЛОВ Д.И. [с. 249-268])

Supplementary Figure 1. Migration of cells of the EA.Hy926 сell line
Note. Stained with crystal violet, ×100 (A) Initial width of the disrupted monolayer (migration surface) line. (В) Migration after incubation in 
medium containing 2.5% FCS for 24 hours. (C) Migration after incubation in medium containing 10% FCS for 24 hours. 
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МИКРООКРУЖЕНИЕ ОПУХОЛИ: ФОРМИРОВАНИЕ 
ИММУННОГО ПРОФИЛЯ
Олейник Е.К.1, Шибаев М.И.2, Игнатьев К.С.2, Олейник В.М.1, 
Жулай Г.А.1
1 ФГБУН «Институт биологии Карельского научного центра Российской академии наук», г. Петрозаводск, 
Республика Карелия, Россия 
2 ГБУЗ «Республиканский онкологический диспансер», г. Петрозаводск, Республика Карелия, Россия

Резюме. Микроокружение опухоли (Tumor Microenvironment  – ТМE) формируется в  результате 
взаимодействия и образования перекрестных связей между опухолевой клеткой и разными типами 
окружающих клеток. Исследования последних лет показали, что опухоль так перепрограммирует ми-
кроокружение, что ТМЕ способствует развитию первичных опухолей, их метастазированию и стано-
вится важным регулятором онкогенеза. Под влиянием опухоли значительным изменениям, «редакти-
рованию», подвергается иммунный профиль в ТМЕ. Образуется иммунодепрессивная сеть, которая 
подавляет активность главного эффектора клеточного иммунитета – Т-лимфоцитов. Т-клетки в ТМЕ 
находятся в состоянии анергии и истощения и характеризуются повышенной экспрессией ингиби-
рующих рецепторов, снижением секреции цитокинов и цитолитической активности. Блокирование 
ингибиторных рецепторов специфическими антителами может привести к восстановлению функций 
истощенных Т-клеток. Поэтому восстановление функциональной активности Т-лимфоцитов пред-
ставляет одну из важных стратегий в иммунотерапии рака. На формирование иммунного профиля 
влияют накапливающиеся в опухоли генетические аберрации, которые играют важную роль в созда-
нии специфического, характерного только для данной опухоли иммунного окружения в ТМЕ. Генети-
ческие изменения опухолевых клеток приводят к фенотипическим и функциональным перестройкам 
лимфоцитов, что позволяет опухоли избегать реакции иммунных клеток. Поскольку многие опухоли 
возникают после длительного воспаления или проявляют характеристики хронического воспаления 
по мере прогрессирования, воспаление считается важным фактором формирования ТМЕ, оказыва-
ющим влияние на иммунный профиль. Иммунные инфильтраты из разных опухолей человека, ас-
социированных с воспалением, могут содержать ценную прогностическую и патофизиологическую 
информацию. Так, макрофаги в ТМЕ уже стали рассматриваться как информативный маркер и как 
терапевтическая мишень. Одним из основных механизмов, с помощью которого опухолевые клетки 
перепрограммируют окружающие клетки, является выделение экзосом – мелких везикул, которые 
переносят и доставляют белки и нуклеиновые кислоты к другим клеткам. При поглощении экзосом-
ного груза в реципиентной клетке происходят молекулярные, транскрипционные и трансляционные 
изменения, которые оказывают влияние на функции неопухолевых клеток в ТМЕ. Поэтому опухо-
левые экзосомы представляют собой эффективное средство, с помощью которого опухоль может из-
менять реактивность иммунных клеток в ТМЕ. Таким образом, наряду с индивидуальным молеку-
лярным и геномным тестированием опухоли, следует обратить внимание на более глубокий анализ 
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иммунного профиля ТМЕ, который представляет собой большой ресурс биомаркеров и  мишеней 
для иммунотерапии. 

Ключевые слова: микроокружение опухоли, Т-лимфоциты, супрессия, опухоли, гетерогенность, экзосомы, иммунный 
профиль

TUMOR MICROENVIRONMENT: THE FORMATION OF THE 
IMMUNE PROFILE
Oleinik E.K.a, Shibaev M.I.b, Ignatiev K.S.b, Oleinik V.M.a, Zhulai G.A.a
a Institute of Biology of Karelian Research Centre, Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Republic of Karelia, 
Russian Federation  
b Republican Cancer Dispensary, Petrozavodsk, Republic of Karelia, Russian Federation

Abstract. Tumor microenvironment (TME) is formed as a result of interaction and cross-linking between 
the tumor cell and different types of surrounding cells. Recent studies have shown that the tumor reprograms 
the microenvironment so that TME promotes the development of primary tumors, their metastasis and 
becomes an important regulator of oncogenesis. Under the influence of the tumor, the immune profile in the 
TME undergoes significant changes, “editing". An immunosuppressive network is formed, which suppresses 
the activity of the main effector of cellular immunity – T lymphocytes. T cells in TMA are in a state of anergy 
and exhaustion. T cells in TME are characterized by increased expression of inhibitory receptors, decreased 
secretion of cytokines and cytolytic activity.  Blocking inhibitory receptors with specific antibodies can lead 
to the restoration of the functions of exausted T cells.  Therefore, the restoration of the functional activity 
of T lymphocytes is one of the important strategies in cancer immunotherapy. The formation of the immune 
profile is influenced by genetic aberrations accumulating in the tumor. They play an important role in creating 
a specific, characteristic only for this tumor immune environment in the TME. Genetic changes in tumor 
cells lead to phenotypic and functional rearrangements of lymphocytes, which allows the tumor to escape the 
reaction of immune cells. Since many tumors occur after prolonged inflammation or exhibit characteristics 
of chronic inflammation as they progress, inflammation is considered an important factor in the formation 
of immune profile in TME. Immune infiltrates from different human tumors associated with inflammation 
may contain valuable prognostic and pathophysiological information. Macrophages in the TME now began 
to be regarded as descriptive marker and as a therapeutic target. One of the main mechanisms by which tumor 
cells reprogram surrounding cells is the release of exosomes – small vesicles that carry and deliver proteins and 
nucleic acids to other cells. When exosomal cargo is absorbed, molecular, transcriptional and translational 
changes occur in the recipient non-tumor cells in the TME. Therefore, tumor exosomes are an effective 
means by which the functions of immune cells in TME are purposefully changed. Thus, along with individual 
molecular and genomic testing of the tumor, attention should be paid to a deeper analysis of the immune profile 
of TME. It is a large resource of biomarkers and targets for immunotherapy. 

Keywords: tumor microenvironment, T lymphocytes, suppression, tumors, heterogeneity, exosomes, immune profile

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из  средств федерального бюджета 
на выполнение государственного задания КарНЦ 
РАН, бюджетная тема № 0218-2019-0083.

Введение
До  недавнего времени считалось, что причи-

ной образования опухоли являются генетические 
аномалии, и  онкогенез диктуется внутренними 
генетическими событиями в клетке. И на самом 
деле, онкогенез начинается после ступенчато-
го накопления генетических и  эпигенетических 
изменений и  возникновения неопластических 
фенотипов в  нормальных клетках [28]. Гены-су-

прессоры опухолей (TSGs) регулируют самые 
важные процессы в клетке, такие как клеточный 
цикл, апоптоз, миграция, выживание и генетиче-
ские изменения, которые приводят к нарушению 
этих процессов и могут привести к злокачествен-
ной трансформации. Однако в  последние деся-
тилетия появились новые экспериментальные 
данные, которые продемонстрировали, что гене-
тические аберрации самостоятельно необходи-
мы, но недостаточны, чтобы развился рак, и на-
копленные мутации, как  правило, не  приводят 
к  образованию опухоли. Трансформированные 
клетки выживают и превращаются в инвазивные 
опухоли только в такой окружающей среде, кото-
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рая обеспечит их в достаточном количестве пита-
тельными веществами и кислородом и где отсут-
ствуют сильные цитотоксические сигналы [78]. 
Поэтому решающую роль в развитии рака может 
играть окружение опухоли (ТМЕ) – микросреда, 
которая образуется в  результате взаимодействия 
и  образования перекрестных связей между опу-
холевой клеткой и разными типами окружающих 
клеток, таких как  инфильтрирующие иммун-
ные, ангиогенные сосудистые, эндотелиальные 
и стромальные клетки [2, 3]. ТМЕ включает так-
же внеклеточные сигнальные молекулы, хемоки-
ны, цитокины, факторы роста, а также метаболи-
ческие регуляторы. В формирование ТМЕ также 
могут быть вовлечены и местные факторы ткане-
вой среды (микробный баланс в кишечнике, ин-
нервация и др.), внося дополнительную специф
ику в  опухолевое микроокружение [63]. Под 
влиянием опухолевых клеток лимфоциты посте-
пенно перепрограммируются, обретая самые раз-
ные функции в  онкогенезе, иногда противопо-
ложные, проявляя как противоопухолевую, так и 
проопухолевую активность. Изменения, проис-
ходящие в  ТМЕ с  клетками иммунной системы 
под влиянием опухоли, формируют иммунный 
профиль, характерный для  данной конкрет-
ной опухоли. Состав и функции иммунных кле-
ток в  ТМЕ значительно различаются не  только 
между, но и внутри разных типов рака [78]. Ана-
лиз данных по экспрессии генов и клинических 
результатов 18  000 опухолей человека позволил 
установить существенные различия в  относи-
тельном составе лейкоцитов как  между различ-
ными типами опухолей, так  и внутри одного их 
типа [26]. Например, среди разных подтипов рака 
молочной железы (РМЖ) только тройной отри-
цательный РМЖ (triple-negative ER/PR/HER2-) 
представлен самыми высокими уровнями опу-
холь-инфильтрирующих лимфоцитов (TILs) 
и макрофагов [68]. Были выявлены значительные 
вариации в  присутствии в  ТМЕ определенных 
подгрупп иммунных клеток и  возможной связи 
их присутствия с  течением болезни. Например, 
клетки-памяти (CD4+Т-клетки) были ассоции-
рованы с неблагоприятным исходом при раке мо-
чевого пузыря, но они же коррелировали с благо-
приятным исходом при аденокарциноме легкого. 
Это позволяет предполагать, что различия в им-
мунном профиле проявляются не только феноти-
пически, но имеют и функциональное значение. 
Но что определяет эти существенные различия 
иммунного профиля между разными опухолями? 
На фоне возрастающего интереса к использова-
нию иммуномодулирующих препаратов для  ле-
чения онкологических больных становится край-
не важным понять, какие факторы формируют 
гетерогенность и определяют специфику иммун-

ного профиля в  ТМЕ, чтобы использовать эти 
знания для принятия рациональных комбиниро-
ванных решений при иммунной терапии. Здесь 
имеются уже некоторые положительные приме-
ры. Например, блокада Т-клеточных ингибитор-
ных контрольных молекул (inhibitory checkpoint 
molecules) CTLA-4 и  PD1 или  ее лиганда PDL1 
может индуцировать противоопухолевую актив-
ность Т-клеток и привести к позитивной клини-
ческой реакции у пациентов с прогрессирующей 
опухолью [58]. В  последние десятилетия также 
стали активно использовать антитела, нацелен-
ные на CTLA-4 и/или ось PD1-PDL1 при мела-
номе, немелкоклеточном раке легкого (NSCLC), 
почечно-клеточном раке (RCC), лимфоме Ходж
кина, раке мочевого пузыря, опухолях с высокой 
микросателлитной нестабильностью (MSI) [63]. 
Однако терапия с  иммунными контрольными 
молекулами остается все-таки ограниченной 
для  множества пациентов, так  как показатели 
реагирования широко варьируют, и  многие па-
циенты остаются невосприимчивыми к  тако-
му лечению [6]. Кроме того, пациенты с  раком 
поджелудочной железы, предстательной железы 
или  колоректальным раком (КРР) редко полу-
чают положительный эффект от  блокады этих 
иммунных контрольных точек. Возможно, что 
в  этих случаях очень важно установить те фак-
торы в ТМЕ, которые не позволяют эффективно 
использовать иммунные контрольные молекулы. 

Ниже будут рассматриваться данные об основ-
ных путях и  механизмах иммунной модуляции 
в  ТМЕ: о  функциональном состоянии Т-клеток 
и  иммуносупрессии, о  механизмах ингибирова-
ния иммунных клеток экзосомами из опухолевых 
клеток, о роли воспаления и генетических абер-
раций в формировании иммунного профиля. 

Иммунные клетки в ТМЕ
T-лимфоциты
Клеточные и молекулярные механизмы, кото-

рые устанавливаются в  ТМЕ, снижают реактив-
ный статус Т-лимфоцитов  – основных эффек-
торов иммунитета. Большинство исследований 
свидетельствует о том, что Т-клетки в ТМЕ нахо-
дятся в состоянии анергии. Т-клеточная анергия 
обычно описывается как индуцированное опухо-
лью состояние гипореактивности с  нарушенной 
пролиферацией и IL-2 секрецией. Точные причи-
ны и пути развития анергии Т-клеток в ТМЕ пока 
не совсем ясны. Анергия Т-клеток обычно насту-
пает после их неполной активации в ответ на суб
оптимальные количества IL-2 или  из-за отсут-
ствия костимулирующего сигнала. Механизмы, 
ответственные за  Т-клеточную анергию в  ТМЕ, 
зависят в  основном от  молекулярных свойств 
этих клеток, таких как  экспрессия поверхност-
ных молекул. Истощенные Т-клетки в  микро-
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окружении опухоли проявляют сверхэкспрессию 
ингибиторных рецепторов, снижение продукции 
эффекторных цитокинов и  цитолитической ак-
тивности, что и  затрудняет элиминацию опухо-
левых клеток [34]. А опухолевые клетки и анти-
генпрезентирующие клетки сверхэкспрессируют 
PD-L1, тогда как экспрессия стимулирующих ре-
цепторов CD80 и CD86 уменьшается. 

Исследования пациентов с  РМЖ показа-
ли, что при его воспалительном типе (IBC  – 
Inflammatory breast cancer) заметно уменьшается 
абсолютное число лимфоцитов в  перифериче-
ской крови пациентов с  метастатическим вари-
антом IBC [41, 46]. Отмечены также некоторые 
различия в функциях Т-лимфоцитов у пациентов 
с  IBC и  не-IBC. У  пациентов с  IBC наблюдали 
более низкие проценты TCR-активированных 
CD4+ клеток и TCR-активированных CD8+ кле-
ток, которые секретировали IL-4 и  IL-10 соот-
ветственно, а  сверхэкспрессия лиганда апопто-
за 1 (PDL1) происходила чаще при опухолях IBC 
(38%), чем при других типах опухолей РМЖ (10-
30%) [11]. В целом анергия Т-клеток является об-
ратимым дисфункциональным состоянием суб-
популяций Т-клеток, и восстановление функций 
истощенных Т-клеток в  ТМЕ является важней-
шей стратегией иммунотерапии.

Цитотоксические Т-лимфоциты (CTLs)
Изучение CTLs в ТМЕ показало, что эти клет-

ки находятся в состоянии истощения (exhausted) 
и характеризуются снижением уровня пролифе-
рации, повышенной экспрессией ингибирую-
щих рецепторов PD-1, LAG-3, TIM-3, CTLA- 4, 
BTLA, TIGHT, снижением продукции IL-2, 
IFNγ, TNFα, гранзима В и нарушенной цитоток-
сичностью [28, 57, 79]. Типичным признаком ис-
тощения является экспрессия ингибиторного ре-
цептора PD-1 [28]. Интересно, что истощенные 
CTLs и человека, и мышей коэкспрессируют ин-
гибиторные рецепторы и число этих рецепторов 
коррелирует с уровнем истощения Т-клеток [34]. 
Примерно одна треть CD8+TILs коэкспрессиру-
ет PD-1 и  CTLA-4. Эти PD-1+CTLA4+CD8+TILs 
демонстрируют более низкую пролиферацию 
и низкую способность продуцировать цитокины, 
чем обычные CTLs. Другие ингибиторные рецеп-
торы, включая TIM-3, LAG-3, BTLA и  TIGIT, 
также участвуют в  развитии истощения опу-
холь-инфильтрирующих Т-клеток в  ТМЕ  [34]. 
Возможно, истощение происходит из-за  не-
прерывного стимулирования CTLs, что приво-
дит к  потере ими эффективности и  к апоптозу. 
Также есть мнение, что развитие отклонений 
в Т-клетках памяти может быть одной из главных 
причин истощения [34, 57]. 

Очевидно, ТМЕ оказывает большое влияние 
на  фенотип, метаболизм, функциональность 

и поддержание CTLs. По всей видимости, нару-
шается процесс дифференцировки CTLs в  эф-
фекторные клетки, а наивные Т-клетки не могут 
полностью активироваться. Это может быть свя-
зано с  целым рядом причин: с  низкой иммуно-
генностью опухолевых АГ из-за первоначального 
сходства опухолевых АГ с аутоантигенами, с низ-
кой аффинностью специфических Т-клеточных 
рецепторов (TCR) к опухолевым АГ, недостаточ-
ной эффективностью и неадекватным представ-
лением опухолевых АГ в процессе распознавания 
TCRs, а  также с  отсутствием воспалительных 
цитокинов и  уменьшением экспрессии кости-
муляторных молекул [57]. Скорее всего, здесь 
включаются механизмы иммунологической то-
лерантности, что и приводит к снижению эффек-
тивности ответа CTLs в ТМЕ.

С  другой стороны, эффекторные CTLs стал-
киваются в ТМЕ со сложной регуляторной сетью 
различных клеток, включая опухолевые, воспа-
лительные и стромальные клетки, и секретируе-
мых этими клетками цитокинов, которые могут 
подавлять их активность и  индуцировать исто-
щенный фенотип. Изменения в метаболическом 
состоянии и  доступность питательных веществ 
также могут изменить функциональную судьбу 
этих Т-лимфоцитов в ТМЕ. Некоторые исследо-
ватели полагают, что истощение CTLs может быть 
вызвано метаболическим стрессом в  пределах 
ТМЕ [85]. Поскольку опухолевые клетки актив-
но потребляют глюкозу через гликолиз в качестве 
основной метаболической программы обмена 
веществ, захватывая высокий процент глюкозы 
в окружающей среде, Т-клетки могут испытывать 
недостаток глюкозы в  ТМЕ из-за  конкуренции 
с  опухолевыми клетками, и в  таком случае ги-
погликемия может помешать полной активации 
CTLs, а  также уменьшить экспансию и  диффе-
ренцировку, снижая эффекторные функции этих 
клеток в  ТМЕ. Кроме того, эти метаболические 
состояния увеличивают экспрессию PD-1 на ак-
тивированных CTLs и  способствуют дифферен-
цировке Т-клеток в регуляторные Т-лимфоциты 
(Tregs) [15]. С  другой стороны, чрезмерное по-
требление глюкозы через гликолиз опухолевы-
ми клетками связано с  накоплением большого 
количества молочной кислоты, которая может 
подавлять пролиферацию, продукцию цитоки-
нов и цитотоксическую активность CTLs в ТМЕ. 
Также чрезмерный метаболизм аминокислот (та-
ких как триптофан, аргинин и глютамин) может 
подавлять противоопухолевые реакции CTLs 
в ТМЕ [30]. Накопление адипоцитов и адипоци-
топодобных фибробластов и продукция больших 
количеств жирных кислот опухолевыми клетка-
ми приводит к обогащению ТМЕ липидами. Эти 
метаболические изменения могут способство-
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вать развитию Tregs и подавлению эффекторных 
функций CTLs в ТМЕ. 

Определенное влияние на  состояние CTLs 
в ТМЕ оказывает их старение. Исследования па-
циентов с раком легкого (РЛ), опухолями головы 
и шеи показали, что происходят уменьшение экс-
прессии CD28 и избыточная экспрессия TIM-3, 
CD57 и лектин-подобных рецепторов семейства 
G, что ассоциируется со старением Т-клеток [28]. 
Совместное культивирование опухолевых клеток 
с  Т-клетками индуцирует старение в  Т-клетках 
и  фактически ингибирует нормальную актив-
ность Т-клеток. В  дополнение к  фенотипиче-
ским изменениям, стареющие клетки постепенно 
утрачивают способность киллинга и  развивают 
негативные регуляторные функции. 

γδγδ Т-клетки
Хотя большинство исследований Т-клеток 

в  ТМЕ сосредоточено на  клетках, которые экс-
прессируют специфичный αβТCR, важными 
участниками иммунитета против опухоли также 
являются γδTCR-экспрессирующие Т-клетки 
[66, 67]. γδТ-клетки имеют много общих качеств 
с αβT-клетками, таких как цитотоксические эф-
фекторные функции, продукция провоспали-
тельных цитокинов, но существует одно главное 
отличие этих клеток – их относительная незави-
симость от  главного комплекса гистосовмести-
мости (MHC). γδTCR не  связывает молекулы 
MHC, и  распознавание антигена γδТ-клетками 
не рестриктировано по HLA [67, 73]. Это откры-
вает новые возможности для разработки аллоген-
ных стратегий иммунотерапии с  использовани-
ем γδТ-клеток, избегая эффектов «трансплантат 
против хозяина» из-за  MHC-несоответствия. 
Аллогенная γδТ-клеточная иммунотерапия уже 
была успешно использована для  лечения агрес-
сивных гематологических опухолей [2]. Эта стра-
тегия может быть особенно полезна для лечения 
опухолей с низкой мутационной нагрузкой, ког-
да ограничен выбор мишеней для  ингибирова-
ния или вообще не удается четко определить ми-
шень [65].

Тканево-резидентные Т-клетки памяти (TRM)
Важную роль в  контроле солидных опухолей 

могут играть клетки памяти TRM. Это недавно 
обнаруженная линия Т-клеток, специализиру-
ющихся на  жизни и  функционировании в  тка-
нях  [5, 86]. Оказалось, что инфильтрация со-
лидных опухолей TRM является благоприятным 
прогностическим признаком [8]. Поэтому усилия 
по стимуляции Т-клеточного иммунитета в ТМЕ 
стали направлять на повышение числа специфи-
ческих к опухолевым антигенам ТRM и на защиту 
их от функционального истощения [20].

Специализированные TRM (они могут быть 
CD4+ или  CD8+) адаптируются к  среде обита-
ния и  затем остаются для  постоянного пребы-
вания в  ТМЕ [20, 31, 37]. Солидные опухоли, 
большинство из  которых эпителиального про-
исхождения, часто оказываются заметно обо-
гащенными клетками TRM, которые отличаются 
экспрессией интегрина CD103 (αEβ7), а  также 
VLA-1 (CD49a) и  CD69 [22, 25]. Эпителий опу-
холи в  отличие от  стромы характеризуется наи-
более значительным обогащением CD8+CD103+ 

TRM. Инфильтрация эпителия опухоли ТRM кор-
релирует с  более высокой общей выживаемо-
стью больных РМЖ  [75], РЛ [76], аденокарци-
номой эндометрия [83], раком шейки матки [35], 
а также раком мочевого пузыря [74]. Клетки TRM 
(особенно CD49a+) могут быть мощными килле-
рами для  клеток опухоли [47], а  CD8+TRM также 
секретируют IFNγ – цитокин, ассоциированный 
с благоприятным прогнозом для пациентов с ра-
ком [53]. Это связано с тем, что IFNγ может по-
давлять непосредственно деление опухолевых 
клеток и даже блокировать их устойчивость к хи-
миотерапии, повышая активацию других иммун-
ных клеток [75]. 

 Если сравнивать опухоли с  одинаковой сте-
пенью инфильтрации Т-клетками, то наилучший 
прогноз имеют пациенты, у  которых в  ТМЕ от-
мечается наиболее высокая доля CD103+TRM. 
Вакцины, в которых используют TRM, дают более 
эффективный противоопухолевый иммунитет, 
чем вакцины, которые вызывают системный им-
мунитет.

Таким образом, TRM являются специализи-
рованными защитниками ткани, и  их наличие 
в ТМЕ связывают с усилением противоопухоле-
вого иммунитета, что позволяет некоторым авто-
рам считать эти клетки одними из наиболее важ-
ных участников борьбы с солидными опухолями 
изнутри [5].

Регуляторные Т-клетки (Tregs)
Эти клетки выполняют важную функцию 

обеспечения толерантности к  собственным ан-
тигенам, предотвращая аутоиммунитет. В  сущ-
ности, являясь супрессорами, Tregs могут пода-
влять активацию, пролиферацию и эффекторные 
функции широкого круга иммунокомпетентных 
клеток, включая CD4+ и СD8+Т-клетки, а также 
NK-, NKT- и  другие клетки. Поэтому и  в ТМЕ 
Tregs подавляют эффективный иммунитет против 
опухоли. У онкологических больных наблюдает-
ся большое количество инфильтрирующих опу-
холь FoxP3+Treg и  низкое соотношение CD8+Т-
клеток к  Treg-клеткам в  опухолевых тканях, что 
ассоциируется, как правило, с неблагоприятным 
прогнозом для больного [70, 71]. Существует не-
сколько механизмов иммунной супрессии, кото-
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рые реализуются с активным участием Tregs: ин-
гибирование костимуляторных сигналов CD80 
и CD86, значительное потребление интерлейкина 
IL-2, секреция ингибиторных цитокинов, мета-
болическая модуляция триптофана и  аденозина 
и  прямое уничтожение эффекторных Т-клеток. 
Tregs привлекаются в  ТМЕ градиентами хемо-
кинов, такими как CCR4-CCL17/CCL22, CCR8-
CCL1, CCR10-CCL28 и CXCR3-CXCL9/CXCL10/
CXCL11 [51]. Попытки удаления Tregs с исполь-
зованием моноклональных антител к молекулам 
иммунной супрессии (таким как  PD-1, PD-L1), 
рецепторам хемокинов, которые в значительной 
степени экспрессируются Tregs, по  большей ча-
сти не  приводят к  избирательному истощению 
или  ингибированию Tregs [71]. Основным пре-
пятствием является отсутствие специфической 
мишени для истощения и функционального раз-
рушения опухоль-инфильтрирующих Tregs. Сле-
дует учитывать, что системное истощение Tregs 
может увеличить риск аутоиммунизации паци-
ента, поэтому необходимо развивать стратегии, 
которые могут селективно разрушать клетки 
Tregs в ТМЕ. Биология Tregs-клеток сложная, но 
решение этих вопросов может привести к новым 
высокоточным методам иммунотерапии.

Клетки-супрессоры в ТМЕ 
В  недавних исследованиях было показано, 

что, кроме Treg, ТМЕ наполнено и другими им-
муносупрессивными клетками, такими как опу-
холь-ассоциированные макрофаги, плазмаци-
тоидные дендритные клетки, мезенхимальные 
стволовые клетки.

Опухоль-ассоциированные макрофаги (ТАМs  – 
Tumor associated macrophages) 

Макрофаги, которые накапливаются в  ТМЕ, 
связаны с  ростом, ангиогенезом и  метастази-
рованием при различных видах рака через по-
ляризацию ТАМ М1- на  альтернативный М2-
фенотип  [28, 29]. Макрофаги с  фенотипом М1 
способны продуцировать значительное коли-
чество провоспалительных цитокинов, тогда 
как фенотипы М2, продуцируя несколько факто-
ров роста, участвуют в ремоделировании тканей. 
Увеличение числа М2-клеток в ТМЕ ассоцииру-
ется с ухудшением прогноза. TAMs секретируют 
ингибиторные цитокины IL-10 и  TGF-β, пода-
вляют пролиферацию лимфоцитов в ТМЕ, а так-
же приводят к конверсии Т-клеток в регулятор-
ные Tregs. Опухолевые клетки, продуцируя VEGF, 
CCL2, M-CSF и  ангиопоэтин 2, способствуют 
миграции моноцитов из  кровотока в  ТМЕ, где 
затем они дифференцируются в  ТАМs. Сверх-
экспрессия CCL2 клетками фиброкарциномы 
приводит к  рекрутированию ТАМs и  помогает 
онкогенезу [16]. Наиболее хорошо изучены ТАМs 
в ТМЕ при воспалительном типе РМЖ (IBC) [41]. 

Установлено, что ТАМs в ТМЕ пациентов с IBC 
характеризуются выраженной экспрессией мар-
керов CD68 и  CD163 [32]; также они участвуют 
в  ремоделировании опухолевого внеклеточно-
го матрикса и оказывают поддержку сосудистой 
проходимости, тем самым способствуя развитию 
опухоли и  инвазии [69]. Клинические и  экспе-
риментальные данные свидетельствуют о  том, 
что опухолевые ткани с высокой инфильтрацией 
ТАМs ассоциируются с  неблагоприятным про-
гнозом для  пациента и  резистентностью к  тера-
пии, поэтому нацеливание на  истощение ТАМs 
в  опухолях считается перспективной стратегией 
иммунотерапии [29]. Таким образом, в  насто-
ящее время в  основном обсуждаются вопросы 
о факторах, ответственных за хоминг макрофагов 
в  опухолях, механизмах преобразования TAMs 
M1 в M2, а также возможных способах активного 
воздействия на функции M2 TAMs [41, 45].

Плазмацитоидные дендритные клетки pDCs 
(plasmacytoid-DCs)

Дендритные клетки (DCs) – самые эффектив-
ные антигенпрезентирующие клетки, включают 
две подгруппы: плазмацитоидные и миелоидные 
DCs (mDCs). DCs распознают антигены и вызыва-
ют цитокинами опосредованную Т-клеточную ак-
тивацию и созревание. Однако, в ТМЕ pDC, про-
дуцируя индоламин  – 2,3-диоксигеназу  (IDO),  
индуцируют Tregs и в  конечном счете подавля-
ют иммунный ответ [41]. Популяция таких pDC 
в  ТМЕ мышей с  раком предстательной железы 
экспрессировала низкие уровни костимулиру-
ющих лигандов CD80, CD86, CD40 и  высокие 
уровни ингибирующих лигандов PD-1 и  IDO, 
активно индуцируя истощение CTLs. Есть дан-
ные о  пониженных количествах mDCs в  пери-
ферической крови пациентов с  локально раз-
вивающимся РМЖ, IBC и метастатическим IBC 
[46]. При этом пациенты с IBC, у которых было 
более высокое содержание TLR-активированных 
mDCs, секретирующих провоспалительный фак-
тор некроза опухоли (TNF), имели более благо-
приятный прогноз, чем больные с более низким 
числом mDCs. А  экспрессия хемокинового ре-
цептора CCR7 и корецептора стимуляции CD86 
на TLR-активированных DCs была ассоциирова-
на с неблагоприятными исходами болезни. 

Мезенхимальные стволовые клетки MSCs 
(Mesenchymal stem cells)

MSCs являются важным компонентом ТМЕ, 
так  как способны подавлять функции различ-
ных иммунных эффекторных клеток, а  также 
способствовать активности регуляторных им-
мунных клеток. MSCs (иногда упоминаются 
как  мезенхимальные стромальные клетки, ука-
зывая на  их происхождение) играют решаю-
щую роль в прогрессировании опухоли. С одной 
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стороны, они обеспечивают основу для  закре-
пления опухолевых клеток в  форме опухоле-
вой стромы (anchoring) и секретируют факторы, 
способствующие росту опухоли [59]. С  другой 
стороны, MSCs, представленные в  ТМЕ, могут 
дифференцироваться под влиянием цитокинов 
и  хемокинов в  макрофаги 2 типа (М2) и  в мие-
лоид-зависимые супрессорные клетки (MDSC). 
Рекрутирование MSCs к  опухоли и  их перепро-
граммирование приводят к драматическим изме-
нениям фенотипа и функций MSCs. Эти клетки 
превращаются в производителей множества фак-
торов, способствующих прогрессии опухоли [80] 
и, следовательно, имеют потенциал для проявле-
ния широкого круга разнообразных взаимодей-
ствий с разными типами клеток в ТМЕ, обеспе-
чивая поддержку роста опухоли.

Экзосомы опухолевых клеток
Опухолевые клетки являются активными 

производителями экзосом (TEX – Tumor derived 
exosomes) – мелких везикул, которые повсемест-
но присутствуют в опухолевой среде и в жидко-
стях организма всех пациентов с опухолями [44]. 
Экзосомы рассматриваются в  последнее время 
как новая универсальная и эффективная система 
коммуникаций и транспортировки нуклеиновых 
кислот и белков, работающая между клетками, во-
влеченными в поддержание опухолевой прогрес-
сии [23, 80]. Поэтому интерес к этим везикулам 
растет, и сейчас активно разрабатываются мето-
ды для выделения и характеристики экзосом, вы-
свобождаемых не только опухолевыми клетками, 
но и другими, например Т-клетками. Если роди-
тельской клеткой является опухолевая, то  часть 
экзосом в  плазме пациента, вероятно, будет 
опухоль-зависимой и будет нести признаки опу-
холевой клетки. Поэтому такие экзосомы могут 
рассматриваться как потенциальный циркулиру-
ющий биомаркер опухоли. Соотношение ТЕХ c 
нормальными клеточными экзосомами плазмы 
у  разных больных варьирует, но, как  правило, 
ТЕХ представляет значительную долю от общего 
количества экзосом, выделенных из плазмы, осо-
бенно у пациентов с развивающейся малигниза-
цией [80]. Экзосомы заключены в белок-фосфо-
липидную мембрану со специфическим набором 
белков, липидов и  гликанов. Поверхность ТЕХ 
обогащена многочисленными биологически ак-
тивными белками, а ТЕХ, выделенные из плазмы 
пациентов с  опухолями, обогащены иммуносу-
прессивными рецепторами-лигандами, включая 
PD-1/PD-L1, Fas/FasL, TRAIL/TRAILR [44]. 
ТЕХ также обогащены молекулами адгезии, 
предположительно для  облегчения их взаимо-
действия с  реципиентной клеткой [36]. Просвет 
экзосомы заполнен разными клеточными белка-
ми, онкогенными ДНК (включая KRAS, HRAS, 

BCR-ABL), онкогенными микроРНК (miR125b, 
130b, 155) и  mRNAs (BrR-ABL1), растворимы-
ми факторами, включая цитокины и  хемокины, 
ферменты и  кофакторы [12]. Компоненты эк-
зосомного груза являются биологически актив-
ными, и могут быть «адресованы» родительской 
клеткой в  направлении определенного молеку-
лярного контакта с  реципиентной клеткой. Эк-
зосомы способны через подходящие рецепторы 
на  поверхности клетки или  просто, встраиваясь 
в мембрану, доставлять свое содержимое реципи-
ентной клетке, и  это взаимодействие приводит 
к  потере или  усилению функции клетки-мише-
ни. В  последнее время особое внимание было 
сфокусировано на  транспортировке экзосомами 
miRNAs в  качестве основного механизма пере-
программирования реципиентной клетки, при-
водящего к фенотипическим и функциональным 
изменениям, так  как результаты исследований 
указывают на высокий потенциал использования 
miRNAs в терапии [48].

Наиболее частой мишенью ТЕХ являются 
MSCs, и именно экзосомы из этих перепрограм-
мированных MSCs способны модулировать дей-
ствия иммунных эффекторных клеток, вклю-
чая Т- и  В-лимфоциты, NK-клетки, моноциты/
макрофаги и  DCs [13, 84]. Содержимое таких 
экзосом указывает на  то, что они предназначе-
ны для обеспечения иммунного ингибирования. 
Этот сложный груз может содержать более 850 
уникальных генных продуктов и  более 150 раз-
личных miRNAs [81]. Экзосомы содержат CD39 
и  CD73, эктонуклеотидазы, катализирующие 
продукцию аденозина, и множество других имму-
носупрессорных факторов, включая индоламин-
2,3-диоксигеназу, TGF-β, IL-6, PGE2, PD-1, 
galectin-1 и  HLA-G5 [4, 82]. В  культурах моно-
нуклеаров периферической крови с  экзосомами 
из  MSCs активация Т-клеток, как  правило, по-
давлялась, а доля Tregs увеличивалась. При этом 
действие экзосом из  MSCs на  CD4+Т-клетки 
способствовало экспансии Th2-клеток, ограни-
чивая пролиферацию Th1- и  Th17-популяций. 
Наблюдаемые эффекты были связаны со сдвигом 
в  цитокиновом профиле PBMC из  провоспали-
тельного IL-1β и TNFα до противовоспалитель-
ного TGF-β, что и указывает на то, что экзосомы 
из  MSCs могут влиять на  функциональную ак-
тивность Т-клеток [21]. Экзосомы, полученные 
из  MSCs, могут также активировать моноциты 
по TLR-сигнальному пути [18]. Когда моноциты 
стимулируются экзосомами из  MSCs, они диф-
ференцируются в  макрофаги, которые секрети-
руют IL-10, приводя к  экспансии Treg. В  ТМЕ 
эти противовоспалительные эффекты MSCs 
усиливаются, и  воздействие экзосом из  MSCs 
может стать основным механизмом, ответствен-
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ным за  экспансию Tregs и  MDSCs, способствуя 
поддержанию иммуносупрессии в  ТМЕ. При-
мечательно, что паракринная активность ТЕХ 
не ограничивается опухолью, ТЕХ циркулируют 
и распространяются в тканях и клетках, удален-
ных от опухоли [81]. Может быть, с этим связано 
то, что экстраторакальные малигнизации, вклю-
чая РМЖ, КРР, меланому, системно репрограм-
мируют микроокружение в ткани легких для под-
держания колонизации и роста рассеивающихся 
опухолевых клеток и  для генерации вторичных 
опухолей [3].

Воспаление в ТМЕ
Воспаление может быть важным фактором, 

оказывающим влияние на  иммунный профиль 
в  ТМЕ. Многие опухоли возникают после дли-
тельного воспаления или проявляют характери-
стики хронического воспаления (часто вялотеку-
щего) по мере прогрессирования [38]. Иммунные 
инфильтраты из  разных опухолей человека, ас-
социированных с воспалением, могут содержать 
ценную прогностическую информацию [78], ко-
торая может быть использована как существен-
ная характеристика рака [11]. Например, ма-
крофаги в ТМЕ в настоящее время предлагается 
рассматривать как прогностический маркер и как 
удобную терапевтическую мишень [45]. Кроме 
макрофагов, в  ТМЕ присутствуют другие вос-
палительные клетки, включая нейтрофилы, эо-
зинофилы и базофилы [24]. Как важный фактор 
воспаления при прогрессировании опухоли упо-
минается также комплемент (C5a и C3a) [1]. За-
мечено, что длительное лечение нестероидными 
противовоспалительными лекарствами является 
чрезвычайно эффективным в снижении заболе-
ваемости раком и  смертности. Один из  лучших 
примеров опухоли, ассоциированной с хрониче-
ским воспалением, начиная с самых ранних ста-
дий возникновения опухоли – это КРР. TME при 
KРР содержит воспалительные медиаторы, спо-
собные подавлять локальные DC  [52]. Извест-
но, что КРР чаще всего возникает спорадически 
(с нечеткой наследственной основой), он обыч-
но сопровождается соматической мутацией гена, 
кодирующего компонент Wnt-сигнального пути, 
или  иногда с  наследственной мутацией, как  у 
пациентов с  синдромом Линча, или  семейным 
аденоматозным полипозом (FAP). Значительно 
реже КРР возникает после длительного воспале-
ния в кишечнике, например при болезни Крона 
или язвенном колите. Хотя наследственные слу-
чаи рака редко предшествуются открытым хро-
ническим воспалением, оказывается, их можно 
предотвратить или  отсрочить путем обработки 
противовоспалительными лекарствами [38], что 
позволяет предполагать все-таки вовлеченность 
воспалительных процессов в  возникновение 

опухоли. Воспалительные реакции часто связа-
ны с  микрофлорой кишечника, так  как суще-
ственные изменения и нарушения в микробных 
популяциях могут повлиять на  воспалительные 
реакции и  способствовать развитию опухоли. 
Установлена связь между хронической обструк-
тивной легочной болезнью и  РЛ, воспалитель-
ными заболеваниями кишечника и  КРР, воспа-
лением желудка, индуцированным Helicobacter 
pylori и опухолями желудка, простатитом и раком 
простаты и  т.п. [27]. Хроническое воспаление 
ассоциируется с  увеличением в  опухолях числа 
измененных генов, которые, возможно, специ-
фичны для каждого отдельного типа воспаления. 
Эти изменения, как правило, приводят к анома-
лиям ацетилирования гистонов, которые, в свою 
очередь, связаны с  активизацией медиаторов 
воспаления. Более того, окислительный стресс 
и  медиаторы воспаления, возможно, через ми-
тоген-активированные протеинкиназные сиг-
нальные пути, способствуют ацетилированию 
гистонов, приводя к поддержанию постоянного 
воспалительного процесса. Промотор ключево-
го, ассоциированного с  воспалением фермента 
(15-липооксигеназа тип 1) появляется вместе 
с изменениями метилирования не только в опу-
холевых линиях клеток, но также в  перифери-
ческих моноцитах и Т-лимфоцитах крови. Сле-
довательно, разумно ожидать «распространения 
метилирования» на  гены и  иммунных клеток. 
Несмотря на  большие усилия понять биологию 
воспалительного варианта РМЖ, изучение ТМЕ, 
геномные исследования не привели к открытию 
точных биологических механизмов при IBC, 
которые могли бы  привести к  успешным тера-
певтическим стратегиям. Поэтому IBC остается 
хотя и редким (2-4% всех РМЖ), но агрессивным 
заболеванием, ответственным за  смертность 
7-10% больных. Однако появились некоторые 
сдвиги в  изучении TME как  важного участни-
ка агрессивной природы IBC, воспалительных 
путей, включая уникальный состав и  сочетание 
различных типов иммунных клеток в  TME при 
IBC [41, 42].

Изучение воспалительных медиаторов вну-
три ТМЕ позволило выделить два общих меха-
низма, которые могут поддерживать воспаление 
при развитии опухоли [55]. Первый механизм за-
ключается в том, что воздействие канцерогеном 
или  активация онкогенов может активировать 
внутриклеточные сигнальные пути, приводящие 
к продукции разнообразных провоспалительных 
хемокинов и цитокинов в клетках-предшествен-
никах опухоли. Например, в  случае с  опухолью 
легкого Kras-активация в  легочных бронхоаль-
веолярных эпителиальных клетках стимулирует 
экспрессию KC и  MIP2, которые являются ли-
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гандами для  хемокинового рецептора CXCR2. 
Продукция KC и  MIP2 функционально ответ-
ственна за  активное привлечение воспалитель-
ных нейтрофильных клеток к  месту начального 
возникновения опухоли. Аналогично онкогенная 
мутация EGER в  эпителиальных клетках легко-
го индуцирует высокие количества CCL2, CCL5, 
IL-1α и  IL-1β, которые могут потенциально ре-
крутировать и активировать моноциты и макро-
фаги. Второй механизм связывают с тем, что рост 
опухолевых клеток может вызвать деструкцию 
окружающего внеклеточного матрикса и  гибель 
соседних клеток, так же как и самих опухолевых 
клеток. Все эти тканевые повреждения будут вы-
зывать воспалительный ответ, секрецию хемо-
кинов и  экспрессию хемокиновых рецепторов 
и  рекрутирование миелоидных воспалительных 
клеток. Например, изучение опухоли яичника 
показало, что Tregs направляются к  опухоле-
вой массе и  асцитам через хемокин CCR4 в  от-
вет на  CCL22-секрецию опухолевыми клетками 
и  опухоль-инфильтрирующими ТАМs [51]. Од-
нако, скорее всего, CCR4 – это не единственный 
хемокиновый рецептор, управляющий трафиком 
Т-клеток в различных типах опухолей. 

Генетические аберрации опухолей и  иммунный 
профиль в ТМЕ

Изучение механизмов, посредством которых 
формируется иммунная среда в ТМЕ, указывает 
на  важную детерминирующую роль генетиче-
ских аберраций опухолевых клеток. Благодаря 
высокой генетической нестабильности опухоле-
вых клеток развивается их способность после-
довательно формировать иммунорезистентные 
фенотипы с  последующей селекцией наиболее 
резистентных клонов. Генетическая нестабиль-
ность опухолевых клеток позволяет индуциро-
вать изменения, приводящие к обходу иммунных 
эффекторных механизмов. Только в  результате 
хромосомной нестабильности могут быть из-
менены до  25-50% аллелей опухолевой клетки, 
и  мишенями таких разрушений и  потерь могут 
быть гены, которые кодируют различные опухо-
левые АГ, а также медиаторы процессинга и пре-
зентации этих АГ Т-клеткам хозяина. 

Высказана гипотеза о том, что более высокая 
мутационная нагрузка опухоли неизбежно при-
водит к  более «чужой» пептидной презентации 
АГ и, следовательно, более высокой иммуноген-
ности опухоли и в потенциале к более сильному 
адаптивному иммунитету [62]. Мутации и другие 
геномные реаранжировки в  опухолевых клетках 
могут вызвать появление неоантигенов, экспрес-
сированных исключительно данной опухолью, 
а презентированные MHC молекулами, они по-
тенциально могут быть распознаны эндогенным 
T-клеточным репертуаром [65]. И  действитель-

но, «неоантиген-специфические» T-клетки по-
являлись у  пациентов при меланоме  [43] и  опу-
холях с  относительно высоким мутационным 
бременем, таких как немелкоклеточный рак лег-
ких (NSCLC) [60]. Опухоли с высокой микроса-
теллитной нестабильностью (MSI) показывали 
увеличение количества опухоль-специфических 
Т-клеток и  лучше отвечали на  иммунотера-
пию по  сравнению с  опухолями с  более низ-
ким мутационным грузом [40, 72]. Изучение 
опухолей щитовидной железы показало, что 
BRAF-мутированные опухоли характеризуются 
инфильтрацией иммуносупрессивными клетка-
ми, в  то время как  RAS-мутированный подтип 
отличался более активным притоком Т-клеток 
и снижением экспрессии молекул MHC, несмо-
тря на сопоставимую мутационную нагрузку [17]. 
А терапия анти-CTLA-4 антителами у пациентов 
с меланомой показала, что мутации в онкогенах, 
таких как  KRAS, ATM и  mTOR, коррелируют 
с  хорошим ответом на  такую иммунотерапию 
только для  некоторых типов опухолей [50]. Та-
ким образом, эти наблюдения свидетельствуют 
о том, что мутационная нагрузка, подтип опухо-
ли и  аберрантная экспрессия онкогенов и  TSG 
сильно влияют на  иммунное микроокружение 
опухоли. Тем не  менее есть значительное число 
пациентов с  хорошим иммунным ответом при 
низком мутационном грузе и наоборот [7, 17, 42]. 
Известно, что даже одиночные мутации и изме-
нения в генах-супрессорах опухолей (ТSG) могут 
быть ассоциированы с определенным иммунным 
наполнением опухоли. Например, при глиобла-
стомах мутация в  гене NF1 связана с  увеличе-
нием количества макрофагов в ТМЕ и снижени-
ем числа моноцитов [77], а  мутации супрессора 
опухоли ТР53 в  ER-негативных РМЖ связаны 
со  снижением экспрессии маркеров цитотокси-
ческих Т-клеток в  ТМЕ и  плохой выживаемо-
стью [56]. Следует учитывать, что мутационный 
груз не является величиной статичной и по мере 
развития опухоли может значительно изменяться 
и качественно, и количественно, имея на каждом 
этапе свои индивидуальные черты. Таким обра-
зом, генетические аберрации в опухолевых клет-
ках могут стать доминирующей движущей силой 
в  формировании иммунного профиля и  ответа 
на  иммунотерапию, придавая в  каждом отдель-
ном случае индивидуальные черты. 

Иммунологическое микроокружение опухоли 
изменяется экстремально динамично не  только 
на  уровне фенотипа. Стало известно, что мно-
жество генов в самих иммунных клетках из ТМЕ 
часто находят гиперметилированными, и  лим-
фоциты могут быть затронуты эпигенетически-
ми изменениями генов, связанных с  клеточным 
циклом, p53, ДНК-репарациями. Возможно, что 
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именно эпигенетические события являются ис-
точником наиболее сильных изменений, так как 
частота, с  которой новые эпиаллели появляют-
ся, может достигать 100% на  локус, в  то время 
как  скорость мутации ДНК намного ниже [27]. 
У больных РЛ среди периферических лимфоци-
тов обнаруживаются клетки с  аномальным ме-
тилированием генов, ассоциированных с опухо-
лью, например с p53. В ТМЕ экспериментальных 
животных часто наблюдается зависимая от  ме-
тилирования редукция Fas-экспрессии в  CTLs, 
специфичных к  опухолевым АГ. Распростране-
ние метилирования, как  выяснилось, является 
не  единичным дискретным событием, а  пред-
ставляет собой серию событий, напоминающую 
цепную реакцию, которая приводит к  падению 
транскрипционного потенциала или  же к  пол-
ному прекращению транскрипции, что наблю-
дается при молчании генов. Механизмы такого 
распространения остаются неизвестными, но 
могут быть связаны с  тем, что частично мети-
лированный ДНК представляет собой субстрат 
для  ДНК-метилтрансферазы 1, и  поэтому про-
цесс метилирования не  прекращается, обеспе-
чивая, таким образом, поддержание состояния 
непрерывного метилирования генома. Вероят-
но, что и  гены иммунных клеток, участвующих 
в формировании иммунного профиля в ТМЕ, та-
ким же  образом подвергаются эпигенетическим 
изменениям. Можно полагать, что особенности 
мутационной нагрузки опухоли играют важную 
роль в  создании специфического, характерного 
только для данной опухоли иммунного профиля 
в  ТМЕ, индуцируя фенотипические, функцио-
нальные и эпигенетические изменения в клетках 
иммунной системы и поддерживая состояние не-
прерывного метилирования генома. 

На  основе молекулярного и  генетического 
анализа в  пределах данного типа опухоли мож-
но сформировать отдельные подтипы, которые 
отличаются особенностями прогрессирования 
и режимом лечения. При опухолях РМЖ, напри-
мер, CD8 +T-клетки в повышенных количествах 
обнаруживаются в  тройных негативных опухо-
лях (triple-negative ER/PR/HER2-), и  эти паци-
енты с  внутриопухолевым высоким изобилием 
T-клеток характеризуются лучшей выживаемо-
стью [64, 68]. Опухоли РМЖ, которые экспресси-
руют гормональные рецепторы или HER2, более 
часто инфильтрируются FoxP3+Tregs по  сравне-
нию с  другими Т-клетками, что позволяет про-
гнозировать установление этими лимфоцитами-
супрессорами иммунодепрессивной обстановки 
в  ТМЕ [33]. Соответственно, присутствие Tregs 
в  таких случаях РМЖ может указывать на даль-
нейшее метастазирование и  плохую выживае-
мость. Для  других типов рака, таких как  КРР, 

глиобластома и  рак головы и  шеи, также на-
блюдались подобные субтипоспецифические 
для опухоли иммунные инфильтраты с отличаю-
щимися иммунными пейзажами [9, 77]. 

При аденокарциноме поджелудочной железы 
(PDAC) снижение экспрессии генов, связанных 
с цитотоксической функцией Т-клеток и молеку-
лами иммунного контроля, сопровождалось уси-
лением экспрессии MYC, NOTCH2 и FGFR1, но 
не мутационной нагрузки [7]. У пациентов с аде-
нокарциномой легкого накопление р53 в  опу-
холевых клетках коррелировало с  увеличением 
экспрессии PD-L1, в  то время как  мутантные 
по EGFR опухоли характеризовались низкой экс-
прессией PD-L1  [14]. При метастатической ней-
робластоме усиление MYCN коррелировало с низ-
кой экспрессией PD-L1 и сниженной экспрессией 
знаковых генов Т-клеток в  ТМЕ по  сравнению 
с MYCN-нормальными опухолями [39].

Таким образом, развивающаяся опухоль 
создает вокруг себя микросреду, в  которой 
перепрограммируются окружающие клет-
ки и  формируется иммунный профиль (cancer 
immunoediting)  [27], позволяющий опухолевым 
клеткам стать резистентными к иммунному отве-
ту. И выработка этого механизма избегания опу-
холями иммунной реакции представляет собой 
окончательный результат взаимного противосто-
яния между трансформирующимися клетками 
и иммунной системой. 

Заключение
В последнее десятилетие признается важней-

шая роль TME в инициации и прогрессировании 
опухоли. Опухоль перепрограммирует свое ми-
кроокружение таким образом, что ТМЕ способ-
ствует как развитию первичных опухолей, так  и 
их метастазированию. Под влиянием опухоли 
значительным изменениям, «редактированию», 
подвергается иммунный профиль в ТМЕ. Основ-
ные эффекторы иммунитета – T-клетки –  нахо-
дятся в  подавленном состоянии, активируются 
супрессорные клетки (Tregs, ТАМs, pDCs, MSCs, 
MDSCs). Если опухоль ассоциирована с воспале-
нием, то  воспалительные факторы могут влиять 
на  иммунный фенотип опухолевых инфильтра-
тов, изменять функции Т-лимфоцитов, воспали-
тельные медиаторы оказывают влияние на рекру-
тирование иммунных клеток в ТМЕ. Специфика 
генетического груза опухоли (набор мутаций, 
эпигенетических изменений) во многом опреде-
ляет уникальность иммунного профиля опухо-
ли в  ТМЕ, придавая свои индивидуальные осо-
бенности и  черты, которые могут быть связаны 
с  разными исходами болезни. Для  обеспечения 
иммунного перепрофилирования опухолевые 
клетки продуцируют экзосомы, которые являют-
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ся переносчиками огромного количества белков, 
нуклеиновых кислот, с  помощью которых пере-
программируются другие клетки в ТМЕ и моду-
лируются функции иммунных клеток. Экзосо-
мальные miRNAs рассматриваются в  качестве 
основного средства модификации реципиентных 
клеток и  поэтому имеют большой потенциал 
для  использования в  терапии рака. Таким об-
разом, зависимые от  опухоли генетические, мо-

лекулярные, метаболические факторы индуци-
руют формирование иммунодепрессивной сети 
в  ТМЕ; клеточный иммунитет сильно подавля-
ется, что способствует развитию опухоли и  ме-
тастазированию. Поэтому при разработке мето-
дов иммунотерапии рака повышенное внимание 
и интерес в настоящее время смещаются к тому, 
чтобы лучше понимать и  контролировать про-
цессы, влияющие на иммунный профиль в ТМЕ.
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РОЛЬ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ, 
ЭНДОТЕЛИАЛЬНОЙ ДИСФУНКЦИИ И ГЕМОСТАТИЧЕСКИХ 
РАССТРОЙСТВ В ГЕНЕЗЕ АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИИ 
ПРИ МЕТАБОЛИЧЕСКОМ СИНДРОМЕ 
Полозова Э.И., Пузанова Е.В., Сеськина А.А.
Национальный исследовательский Мордовский государственный университет имени Н.П. Огарева, г. Саранск, 
Республика Мордовия, Россия

Резюме. Смертность от  болезней системы кровообращения является острой проблемой совре-
менного здравоохранения. Основной вклад в развитие кардиоваскулярных осложнений вносит ар-
териальная гипертензия (АГ), часто протекающая на  фоне метаболических нарушений. Патогенез 
АГ в настоящее время рассматривается с позиций мультифакториальности. В условиях метаболиче-
ских нарушений патогенез АГ, безусловно, имеет определенные особенности. Поэтому актуальным 
является обобщение источников литературы по оценке роли иммунологических нарушений, эндо-
телиальной дисфункции и гемостатических расстройств в генезе АГ при метаболическом синдроме 
(МС). Большинство авторов сходятся во мнении о существовании нескольких механизмов, обуслов-
ливающих наличие связи АГ и  инсулинорезистентности. Развитие АГ у  пациентов с  МС является 
следствием иммунометаболических процессов. Важный компонент МС – абдоминальное ожирение, 
при гипертонии ассоциированное с хроническим воспалением висцеральной жировой ткани, чрез-
мерной инфильтрацией иммунными клетками и повышенной выработкой адипокинов и цитокинов 
(TNFα, IL-6). АГ связана со значительным увеличением Т-клеток, которые опосредуют эндотелиаль-
ную дисфункцию (ЭД) и обеспечивают связь между гипертензией и последующим атеросклерозом. 
Т-лимфоциты запускают каскад реакций, конечным продуктом которого является IL-17, участвую-
щий не только в повышении артериального давления, но и способствующий развитию жесткости со-
судистой стенки у пациентов с АГ. Таким образом, взаимосвязь между несколькими типами иммунных 
клеток приводит к воспалительным реакциям, в том числе и в сосудистой стенке, инициирующим 
дисфункцию эндотелия. Хроническое неспецифическое воспаление при МС, поддерживающееся 
системой цитокинов, является триггерным механизмом запуска ЭД. Классическими маркерами ЭД 
является избыточная продукция эндотелина-1 и ингибирование выработки оксида азота. Иммунное 
повреждение приводит к дисбалансу выработки эндотелием вазоконстрикторных и вазодилатирую-
щих, пролиферативных и  антипролиферативных факторов. Показано, что в  патогенезе артериаль-
ной гипертензии, связанном с метаболическими нарушениями, ЭД является интегральным аспектом 
синдрома инсулинорезистентности и способствует ее углублению, увеличению реактивности сосудов 
и дальнейшему формированию АГ. Согласно современным исследованиям показано, что избыточ-
ный синтез провоспалительных цитокинов привносит нарушения в систему сосудистого гемостаза. 
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Изучив проведенные исследования по  влиянию метаболических нарушений на  систему гемостаза, 
можно сделать вывод, что активация фибринолитической и плазменной цепи происходит одинаково 
как у мужчин, так и у женщин, с небольшими гендерными особенностями отдельных компонентов. 
При МС изменяются и реологические свойства крови. Систематизация имеющихся данных литера-
туры по исследуемому вопросу может служить основой для определения прогностических критериев 
прогрессирования АГ и риска возникновения тромботических осложнений.

Ключевые слова: артериальная гипертензия, метаболические нарушения, метаболический синдром, 
инсулинорезистентность, неспецифическое воспаление, иммунные нарушения, эндотелиальная дисфункция, 
гемостатические расстройства

ROLE OF IMMUNOLOGICAL DISORDERS, ENDOTHELIAL 
DYSFUNCTION AND HEMOSTATIC DISORDERS IN THE 
GENESIS OF ARTERIAL HYPERTENSION IN THE METABOLIC 
SYNDROME
Polozova E.I., Puzanova E.V., Seskina A.A.
Ogarev Mordovia State University, Saransk, Republic of Mordovia, Russian Federation

Abstract. Mortality from diseases of the circulatory system is a challenge for the modern health care. Arterial 
hypertension (AH) mostly contributes to development of cardiovascular complications. It often proceeds 
against the background of metabolic disorders. Pathogenesis of hypertension is currently being considered a 
multifactorial disease. Pathogenesis of hypertension certainly has distinct features in presence of metabolic 
disorders,. Therefore, it is relevant to summarize current literature on the role of immunological disorders, 
endothelial dysfunction and hemostatic disorders in AH genesis during metabolic syndrome (MS). Most 
authors agree with existence of several mechanisms that determine relationships between AH and insulin 
resistance. Development of hypertension in MS patients with is a consequence of  immunometabolic processes. 
Abdominal obesity is an important component of MS.  It is associated with chronic inflammation of visceral 
adipose tissue, its excessive infiltration by immune cells, and increased production of adipokines and cytokines 
(TNFα, IL-6) with hypertension. AH is associated with a significant increase in T cells, that mediate endothelial 
dysfunction (ED) and provide a link between hypertension and subsequent atherosclerosis. T lymphocytes 
trigger a cascade of reactions. IL-17 is the end product of these events It is involved not only in increasing 
blood pressure, but also contributes to the development of vascular wall stiffness in АН patients. Thus, the 
relationship between several types of immune cells leads to inflammatory reactions, including those of vascular 
wall, initiating endothelial dysfunction. Chronic non-specific inflammation in MS, supported by the cytokine 
system, is a triggering mechanism for ED progression. Excessive production of endothelin-1 and inhibition of 
nitric oxide production are the classic markers of ED. Immune damage leads to imbalance in the production 
of vasoconstrictor and vasodilating substances, proliferative and antiproliferative factors in endothelium. It was 
shown that ED is an integral aspect of the insulin resistance syndrome in pathogenesis of arterial hypertension 
associated with metabolic disorders, and contributes to its worsening, increased vascular reactivity and further 
AH development. According to modern studies, it has been shown that excessive synthesis of pro-inflammatory 
cytokines introduces disturbances in the system of vascular hemostasis. When studying the effects of  metabolic 
disorders upon hemostatic system, we may conclude that activation of fibrinolytic and plasma chains occurs 
in the same way for both men and women, with small gender characteristics of individual components. The 
rheological properties of the blood are also changed with developing MS. Systematization of the available 
literature data on the issue under study can serve as a basis for determining prognostic criteria of hypertension 
progression and risk of thrombotic complications.

Keywords: arterial hypertension, metabolic disorders, metabolic syndrome, insulin resistance, nonspecific inflammation, immune 
disorders, endothelial dysfunction, hemostatic disorders
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Введение
Смертность от  болезней системы кровообра-

щения является острой проблемой современного 
здравоохранения. Ежеминутно в мире от данной 
нозологии умирает 33 человека, за год – 32 млн 
человек. В  связи с  этим национальный проект 
здравоохранения призван сократить сердечно-
сосудистую смертность на 23% к 2024 году. Арте-
риальная гипертензия (АГ) продолжает оставать-
ся важным фактором риска сердечно-сосудистых 
событий и  отличается высокой распространен-
ностью [8, 29].

По  статистическим данным, 62% женского 
населения и 34% мужского населения с АГ име-
ют избыточный индекс массы тела, а  треть па-
циентов с АГ страдает ожирением. Кроме этого, 
пациенты с  АГ и  избыточным весом имеют на-
рушения липидного, углеводного и  пуринового 
обмена, то есть страдают метаболическим син-
дромом (МС) [7]. 

Патогенез АГ в  настоящее время рассматри-
вается с позиций мультифакториальности. В ус-
ловиях метаболических нарушений патогенез 
АГ, безусловно, имеет определенные особен-
ности. Большинство авторов сходятся во  мне-
нии, что развитие АГ у пациентов с МС является 
следствием иммунометаболических процессов, 
запускающих процессы эндотелиальной дис-
функции и  нарушающих гомеостаз свертываю-
щей системы.

Важная роль в научных публикациях отводит-
ся процессам хронического вялотекущего воспа-
ления, влияющим на течение и прогрессирова-
ние АГ при МС и развитие сердечно-сосудистых 
катастроф. В  последние годы накапливаются 
новые данные о связи выявляемых в крови мар-
керов воспаления с  атеросклерозом и  ассоции-
рованными с  ним кардиоваскулярными заболе-
ваниями. Постоянно растет интерес к  системе 
цитокинов, влиянию иммунного ответа, установ-
лению роли медиаторов воспаления, показате-
лям системы гемостаза как предикторам тромбо-
тических осложнений [24].

Целью нашего исследования явилась систе-
матизация данных литературы, посвященных 
изучению особенностей генеза АГ у  больных 
с метаболическими нарушениями в свете имму-
нологических, эндотелиальных и  гемостатиче-
ских нарушений.

Распространение МС у  больных с  АГ ведет 
к  поражению органов мишеней, прогрессиро-
ванию атеросклероза и к развитию сердечно-со-
судистых осложнений. Основным механизмом 
прогрессирования АГ при МС является инсу-
линорезистентность (ИР) и  гиперинсулине-
мия [30]. Генез ИР при МС может быть заложен 
на геномном уровне и/или усугубляться степенью 

висцерального ожирения. Доказано, что степень 
выраженности гипертрофии левого желудочка 
(ГЛЖ) при метаболических нарушениях (МН) 
выше, чем у лиц с АГ без признаков МС [17, 18, 
19]. Среди пациентов с  МН преобладают «нон-
дипперы», а  более высокий уровень пульсового 
артериального давления (АД) у данной категории 
пациентов ассоциирован с  более выраженными 
факторами риска сердечно-сосудистых собы-
тий [14]. На фоне гиперинсулинемии (ГИ) и ИР 
усиливается пролиферация гладкомышечных 
клеток сосудистой стенки, эндотелий становится 
более чувствительным к воздействию различных 
биологически активных веществ за счет повыше-
ния содержания ионов кальция и натрия в арте-
риальной стенке [6].

Роль неспецифического воспаления и  иммуно-
логических нарушений в генезе АГ

Важность изучения АГ в связи с МС состоит 
в том, что МН являются модифицируемыми пре-
дикторами развития кардиоваскулярных ослож-
нений. Висцеральная жировая ткань является 
источником продукции таких биологически ак-
тивных веществ, как  адипокины, лептин, фак-
тор некроза опухолей (TNFα), провоспалитель-
ные цитокины (интерлейкин (IL)-1, IL-4, IL-6, 
IL- 10, IFNγ), трансформирующий фактор ро-
ста β (TGF-β), эстрогены, ангиотензиноген и др. 
Известен тот факт, что хроническое воспаление 
при МС поддерживается как за счет звеньев кле-
точного, так и гуморального иммунитета на фоне 
ослабленного адаптивного иммунитета [11].

По  результатам проведенных исследований, 
у больных с АГ и МС количество лептина в кро-
ви превышало таковой уровень в  сравнении 
с группой АГ без МН. Лептин у лиц с АГ приво-
дит к  еще большей стимуляции симпатической 
нервной системы и  ренин-ангиотензин-альдо-
стероновой системы (РААС), ускоряя прогресси-
рование АГ. Лептин запускает процессы фиброза 
в почечной ткани и стимулирует синтез эндоте-
лина-1, приводя к  эндотелиальной дисфункции 
в почечных сосудах [4]. Также лептин иницииру-
ет продукцию TGF-β клетками эндотелия. Повы-
шенная продукция цитокина TGF-β стимулирует 
рост жировой ткани за  счет того, что является 
индуктором преадипоцитов. Избыточный синтез 
TGF-β приводит к пролиферации фибробластов 
и сосудистому ремоделированию [10].

Общеизвестно, что различные подтипы 
Т-лимфоцитов способны синтезировать опре-
деленные цитокины, участвующие в  различ-
ных биологических реакциях [49]. Th1-подтип 
лимфоцитов генерирует выработку TNFα, IL-2, 
IFNγ; Th2-подтип продуцирует IL-4, IL-5, IL- 10, 
IL-13, ингибирует клеточно-опосредованный 
иммунитет и  стимулирует В-лимфоциты. Th17-
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подтип лимфоцитов продуцирует IL-17, IL-22 
и принимает участие в развитии аутоиммунного 
ответа [47]. CD8+T-лимфоциты являются допол-
нительным источником синтеза TNFα и  IFNγ. 
У  лиц с  эссенциальной АГ в  сыворотке крови 
определялось повышение CD8+T-лимфоцитов 
и  более выраженное почечное и  сосудистое ре-
моделирование [53]. Кроме того, доказано, 
что Т-лимфоциты экспрессируют на  своей по-
верхности минералокортикоидный рецептор, 
участвующий в  развитии и  прогрессировании 
гипертонической болезни. Данный рецептор сти-
мулирует продукцию IFNγ CD8+T-лимфоцитов, 
вызывая поражение органов мишеней. Препара-
ты группы антагонистов минералокортикоидных 
рецепторов ингибируют синтез IFNγ CD8+T-
лимфоцитами, замедляя процессы ремоделиро-
вания при АГ [44, 52].

IFNγ и  IL-17  – два мощных вазопрессора 
при АГ. IFNγ повышает концентрацию в  кро-
ви ангиотензина II, опосредованно воздействуя 
на  продукцию ангиотензиногена в  гепатоцитах 
и  почечных канальцах. Кроме того, IFNγ пода-
вляет выработку оксида азота – важного вазоди-
лататора [27, 40]. 

IL-17 независимо экспрессируется различны-
ми типами Т-лимфоцитов. Причем различают 
несколько подтипов IL-17 (A, C, D, E, F). IL-17 
способен инициировать синтез TNFα, IL-6, хе-
мокинов, металлопротеиназ. В  эксперименте 
доказан механизм повышения АД и развитие со-
судистого ремоделирования за  счет активации 
данных цитокинов [43, 48].

Таким образом, цитокины между собой нахо-
дятся в тесной связи. Избыток в крови цитокина 
IFNγ у  пациентов с  МС в  сочетании с  АГ ведет 
к  стимуляции выработки макрофагов, запуска-
ющих продукцию других провоспалительных 
цитокинов (IL-1, IL-6, в  том числе и  TNFα), 
и  тормозит выработку антивоспалительных ме-
диаторов (IL- 4, IL-10) [20]. Эксперименталь-
но доказано, что одним из  мощных участников 
воспаления при МС является IL-6, достоверно 
увеличивающий утренний подъем АД. Он инду-
цирует выработку С-реактивного белка (СРБ), 
аполипопротеина-α, фибриногена, компонентов 
комплемента, которые, в  свою очередь, замы-
кают порочный круг в  стимуляции локального 
и системного воспаления [24]. Повышение уров-
ня IL-6 в  сыворотке крови коррелирует с  тром-
ботическими осложнениями у  больных с  МС 
вследствие прокоагулянтной активности. Обще-
известным фактом является влияние данного ци-
токина на эндотелиальную дисфункцию. При АГ 
и МС пропорционально идет рост и числа рецеп-
торов к IL-6 [54]. В связи с этим полезным будет 
применение в лечении АГ антагонистов кальция, 

которые способны блокировать рецепторы IL-6 
на эндотелии сосудов [37]. 

Локальная гиперпродукция отдельных цито-
кинов (IL-4, IL-10) ведет к  подавлению воспа-
ления. Напротив, хроническая активация на си-
стемном уровне приводит к  генерализованным 
иммунным реакциям [12]. 

Завершает цепь иммунных реакций образо-
вание IL-17, независимо экспрессируемого раз-
личными подтипами Т-лимфоцитов, избыточное 
количество которого увеличивает жесткость со-
судистой стенки [45]. Отягощает тяжесть хрони-
ческого субклинического воспалительного про-
цесса вовлечение в иммунный ответ лимфоцитов 
и моноцитов. Выявлены различия субпопуляци-
онного состава лимфоцитов у  пациентов с  МС 
в сочетании с АГ и у здоровых лиц [51].

У  пациентов с  МС обнаружено повышение 
в  сыворотке крови CD25+, CD4+ лимфоцитов 
и CD36+ моноцитов. Данные субпопуляции тор-
мозят аутоиммунные процессы в организме, вы-
зывая супрессию избыточного воспалительного 
процесса. Выявление прямой корреляционной 
взаимосвязи повышения в организме CD4+ лим-
фоцитов с  компонентами МС (уровнем систо-
лического АД, степенью ожирения, нарушением 
углеводного, пуринового и  липидного обменов) 
подтверждает иммунное воспаление при МС [2]. 

Доказана и роль В-лимфоцитов в развитии и 
прогрессировании АГ. Помимо синтеза антиген-
специфичных иммуноглобулинов, В-лимфоциты 
способны продуцировать ряд цитокинов – транс-
формирующий фактор роста (TGF)-β, IFNγ, 
TNFα, IL-10, IL-35 [38, 41]. Повышенная ак-
тивность гуморального иммунитета у  лиц с  МС 
проявляется повышенным содержанием в крови 
активированных СD19+СD23+B-клеток [34]. Так-
же известно, что хронический воспалительный 
процесс поддерживается за счет синтеза жировой 
тканью провоспалительных цитокинов CD14+Т-
клеток [57]. 

В  эксперименте показано, что В-лимфоциты 
увеличивают активацию макрофагов и  продук-
цию иммуноглобулинов у лиц с АГ [35]. По дан-
ным зарубежных авторов, увеличение содержания 
иммуноглобулинов класса G при АГ в сочетании 
с  МН поддерживает хронический вялотекущий 
воспалительный процесс в  сосудистой стенке 
и способствует развитию атеросклероза [44]. 

Висцеральная жировая ткань становится глав-
ным источником TNFα, повышение уровня ко-
торого в сыворотке крови свидетельствует о кле-
точном апоптозе и активных процессах липолиза. 
Свободные жирные кислоты пополняют пул ате-
рогенного холестерина, ускоряя процессы ате-
росклероза при АГ [25]. Избыточное количество 
TNFα блокирует инсулиновые рецепторы и при-
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водит к  развитию ИР, наличие которой только 
усугубляется у лиц с МН. Роль TNFα в развитии 
эндотелиальной дисфункции (ЭД) заключается 
в ингибировании продукции оксида азота и акти-
вации синтеза эндогенного вазоконстриктора  – 
эндотелина [46]. Кроме того, TNFα стимулирует 
выработку молекул адгезии (GM-CSF, MCP-1, 
ICAM, VCAM) на  структурной единице эндоте-
лия, в  результате чего развивается воспалитель-
ная реакция с участием лимфоцитов, моноцитов, 
нейтрофилов [5]. 

Исследователями доказана связь длительно-
сти течения АГ и уровня СРБ в плазме. Высокий 
уровень СРБ в крови ассоциируется с развитием 
кардиоваскурных осложнений у  больных с  АГ 
и  МС. Экспериментально доказано, СРБ сти-
мулирует экспрессию ангиотензина II (АТ II) 
1-го типа на  гладкомышечных клетках сосуди-
стой стенки, приводя к  процессам ремоделиро-
вания  [31]. Ангиотензин II пролонгирует синтез 
провоспалительных цитокинов, молекул адгезии 
клетками эндотелия, увеличивает выработку эн-
дотелина-1 [33]. 

Эндотелиальная дисфункция при АГ и МС
Хроническое неспецифическое воспаление 

при МС, поддерживающееся системой цитоки-
нов, является триггерным механизмом запуска 
ЭД. Классическими маркерами ЭД являются из-
быточная продукция эндотелина-1 и  ингибиро-
вание выработки оксида азота [16]. Иммунное 
повреждение приводит к  дисбалансу выработки 
эндотелием вазоконстрикторных и  вазодилати-
рующих, пролиферативных и  антипролифера-
тивных факторов. Активированные звенья им-
мунной системы повреждают эндотелиальные 
клетки, вызывая структурные и функциональные 
изменения в сосудистой стенке, способствуя про-
грессированию АГ [9, 21]. Повышенный уровень 
гомоцистеина (ГЦ) в сыворотке крови у пациен-
тов с АГ и МН, выявляемый как маркер раннего 
развития ЭД, является предиктором тромботи-
ческих и  ишемических событий [13]. Избыточ-
ное количество ГЦ ассоциировано с угнетением 
синтеза оксида азота и повышенной продукцией 
эндотелина. Другими маркерами дисфункции 
эндотелия выступают натрийуретический пеп-
тид С, компенсаторно синтезирующийся при 
дефиците оксида азота, и высокий уровень липо-
протеина (α). Липопротеин (α), взаимодействуя 
с интегрином Мас-1, способствует привлечению 
моноцитов в сосудистую стенку, активации фак-
тора транскрипции NF-kB и  интеграции воспа-
лительного процесса [1]. 

По-прежнему неоспорима роль самого мощ-
ного фактора ЭД и  активного компонента 
РААС – ангиотензина II. Ангиотензин II блоки-
рует синтез брадикинина и  простагландинов и, 

напротив, индуцирует синтез вазопрессина, спо-
собствуя развитию вазоконстрикции.

Имеет место в  диагностике ЭД определение 
уровня копептина, являющегося предшествен-
ником вазопрессина, но имеющего более ста-
бильный характер секреции в  кровь в  отличие 
от самого гормона. Копептин имеет клиническое 
значение при стратификации риска у пациентов 
с обострениями ишемической болезни, развитии 
сердечной недостаточности и смерти [28, 56].

В  условиях нарушенного липидного обмена 
изменяется окисление липопротеинов низкой 
плотности (ЛНП). Окисленные ЛНП подавляют 
вазодилатирующие факторы эндотелия, повы-
шают синтез эндотелина, увеличивают пролифе-
рацию гладкомышечных клеток медии сосудов; 
стимулируют миграцию моноцитов в эндотелий, 
запускают процессы тромбообразования за  счет 
индукции синтеза эндотелием тканевого факто-
ра, инициируют агрегацию тромбоцитов [15].

Немалый интерес представляет и определение 
в крови циркулирующих эндотелиальных клеток 
(ЦЭК) по отношению к лейкоцитам, являющих-
ся не прямым маркером ЭД, а продуктом повреж-
дения эндотелия. Уровень, превышающий 3 ЦЭК 
на 300 тыс. лейкоцитов в плазме крови, повышает 
риск развития атероскеротической болезни серд-
ца в  4 раза у  женщин до  60 лет. А  при наличии 
ишемической болезни сердца риск коронарного 
синдрома увеличивается в 8 раз [5].

Прямыми факторами, вызывающими ЭД, яв-
ляются собственно повышенное АД и  курение. 
Установлена дозозависимая связь между количе-
ством выкуренных сигарет и прогрессированием 
ЭД. Никотин не  только уменьшает содержание 
оксида азота и простациклина, но и способствует 
тромбообразованию путем стимуляции экспрес-
сии гликопротеинов на  мембране тромбоцита. 
Токсические вещества в  табачном дыме напря-
мую повреждают стенку эндотелия, что приводит 
к увеличению ЦЭК в плазме крови. Длительное 
воздействие повышенного АД на стенку эндоте-
лия нарушает его процессы гомеостаза, возни-
кают предпосылки для  развития атеросклероза, 
а повышенное общее периферическое сопротив-
ление сосудов способствует прогрессированию 
АГ [3].

Фактором, влияющим на прогноз у пациентов 
с АГ и МС, является определение микроальбуми-
нурии (МАУ). Известно, что хроническая болезнь 
почек остается независимым фактором риска 
развития кардиоваскулярных осложнений. Ско-
рость клубочковой фильтрации 30-50 мл/ мин ав-
томатически заносит пациента в группу высокого 
сердечно-сосудистого риска, менее 30 мл/ мин – 
в  группу очень высокого риска. В  связи с  чем, 
МАУ как  ранний маркер ЭД при АГ, имеет вы-
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сокую диагностическую ценность на  начальных 
стадиях поражения почек [36, 50, 55]. 

Изменения в системе гемостаза при АГ и МС
В  условиях ИР и  ГИ усиливаются процессы 

гиперкоагуляциии и  гипофибринолиза, созда-
ются предпосылки для  тромботических ослож-
нений у  пациентов с  АГ и  МС [22]. Экспери-
ментально показано, что избыточный синтез 
провоспалительных цитокинов у лиц с МН при-
вносит нарушения в  систему сосудистого гемо-
стаза. Фибринолитические изменения выявля-
ются при повышенной активности D-димера, 
фибрина, фибрин-мономерных комплексов 
на  фоне снижения уровня плазминогена и  ак-
тивациии ингибитора активатора плазминогена 
1-го типа (PAI-1) без гендерных различий. От-
слежена положительная линейная корреляция 
между содержанием ангиотензина II и PAI-1 [24]. 
Изменения плазменного состава связаны с  из-
менением таких показателей, как  укорочение 
активированного парциального тромбопласти-
нового времени (АПТВ), повышение показателя 
ингибитора внешнего пути свертывания (TFPI) 
у  женщин с  МС и  АГ. Определена достоверная 
связь повышения уровня фибриногена со  сте-
пенью висцерального ожирения у  мужчин. Из-
учив проведенные исследования по влиянию МН 
на систему гемостаза, можно сделать вывод, что 
активация фибринолитической и  плазменной 
цепи происходит одинаково как у мужчин, так и 
у женщин [32].

У  лиц женского пола с  признаками МС на-
блюдается компенсаторная стимуляция антикоа-
гулянтной системы гемостаза [26]. Согласно ли-
тературным источникам, повышение активности 
факторов свертывания крови (особенно фактора 
VII) при МС опосредовано гиперинсулинемией 
и ИР [39]. 

Изменения реологических свойств крови при 
МС связаны с  повышением вязкости плазмы 
крови на 27%, повышенной степенью агрегации 
эритроцитов на  63%, уменьшением эффектив-

ности транспорта кислорода на 20%. Изменения 
системы гемостаза у  лиц с  АГ и  МС напрямую 
связаны с ЭД, вследствие низкой продукции про-
стациклина [23].

Заключение
Таким образом, показана роль взаимодействия 

различных систем (иммунной, эндотелиальной, 
системы гемостаза) в  развитии, прогрессирова-
нии АГ и  формировании сердечно-сосудистых 
осложнений. Модификация метаболических на-
рушений, в том числе снижение степени висце-
рального ожирения, способна замедлить процес-
сы хронического неспецифического воспаления, 
развитие ЭД, прогрессирование АГ и  развитие 
ассоциированных клинических состояний. Про-
веденные многочисленные клинические иссле-
дования доказывают роль ЭД в развитии ослож-
нений АГ. ЭД является важным предиктором 
развития процессов атеросклероза и повышения 
агрегационных способностей тромбоцитов. Из-
учение ранних маркеров ЭД поможет в определе-
нии тактики ведения пациента с МН и АГ, опре-
делении интенсивности лечения, направленного 
на  предупреждение развития сосудистых ката-
строф. 

Появляется множество доказательств связи 
патогенеза АГ с  инсулинорезистентностью, ка-
скадом иммуноопосредованных реакций, систе-
мой цитокинов. Запуск иммунометаболических 
процессов способствует прогрессированию АГ, 
приводит к более выраженным изменениям в ор-
ганах мишенях, резистентному и  агрессивному 
течению АГ. Доказана роль ГИ и ИР, ангиотензи-
на II в активации системы гиперкоагуляции, на-
рушении реологических свойств крови.

Систематизация имеющихся данных литера-
туры по  исследуемому вопросу может служить 
основой для определения прогностических кри-
териев прогрессирования АГ и  риска возникно-
вения тромботических осложнений.
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ВЛИЯНИЕ ДЕПРИВАЦИИ VEGF НА ОБРАЗОВАНИЕ 
СОСУДОВ ЭНДОТЕЛИЕМ В ПРИСУТСТВИИ МАКРОФАГОВ
Козырева А.Р.1, Львова Т.Ю.1, Маркова К.Л.1, Симбирцев А.С.2, 3, 
Ищенко А.М.3, Сельков С.А.1, 2, Соколов Д.И.1, 2

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия 
3 ФГУП «Государственный научно-исследовательский институт особо чистых биопрепаратов» ФМБА России, 
Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Развитие ангиогенеза зависит от  функционального состояния эндотелиальных клеток, 
а также от сбалансированной секреции цитокинов, факторов роста и хемокинов эндотелиальными 
клетками и клетками микроокружения. Макрофаги являются важнейшим компонентом микроокру-
жения и принимают участие в формировании сосудов как за счет продукции цитокинов, так и за счет 
контактных взаимодействий с  эндотелиальными клетками. Одним из  важнейших цитокинов, осу-
ществляющих контроль ангиогенеза на всех его этапах, является VEGF. В настоящее время недоста-
точно изучена роль VEGF в межклеточных взаимодействиях эндотелиальных клеток и макрофагов. 

Целью исследования явилось изучение влияния депривации VEGF при помощи моноклональных 
антител на ангиогенез в условиях совместного культивирования эндотелия и макрофагов.

Для  депривации VEGF использовали моноклональные антитела к  VEGF-A в  монокультуре эн-
дотелиальных клеток и в сокультуре эндотелиальных клеток с макрофагами. В качестве индукторов 
использовали цитокины IL-1β, IL-6 и TNFα. При удалении VEGF-A из среды эндотелиальные клет-
ки проявляют пластичность и формируют более длинные сосуды, изменяют экспрессию рецепторов 
к  VEGF. Макрофаги играют роль регулятора активности эндотелиальных клеток за  счет секреции 
цитокинов, в том числе VEGF, а также благодаря контактным взаимодействиям с эндотелиальными 
клетками. Клетки линии THP-1 повышают чувствительность эндотелиальных клеток к VEGF за счет 
стимуляции экспрессии VEGFR1 и VEGFR3, данный эффект является VEGF-A-независимым. Ци-
токины IL-1β, IL-6, TNFα самостоятельно стимулируют неразветвляющий ангиогенез, увеличивая 
длину сосудов. Параллельно IL-1β увеличивает экспрессию VEGFR1 на поверхности эндотелиаль-
ных клеток, а IL-6 и TNFα, наоборот, снижают ее, тем самым регулируя чувствительность эндоте-
лиальных клеток к VEGF. При этом эффекты данных цитокинов не зависят от VEGF-A. IL-1β, IL-6, 
TNFα способствуют приобретению клетками линии THP-1 антиангиогенных свойств, что не зави-
сит от VEGF-A, а также от экспрессии его рецепторов эндотелиальными клетками. Таким образом, 
VEGF-A является важным, но не единственным фактором, контролирующим ангиогенез. В условиях 
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недостатка VEGF-A либо сами эндотелиальные клетки, либо клетки микроокружения способны ком-
пенсировать его функциональную нагрузку за счет продукции других ростовых факторов.

Ключевые слова: эндотелиальные клетки, ангиогенез, цитокины, VEGF, макрофаги, моноциты

INFLUENCE OF VEGF DEPRIVATION UPON VASCULAR 
FORMATION BY ENDOTHELIUM IN THE PRESENCE OF 
MACROPHAGES
Kozyreva A.R.a, Lvova T.Yu.a, Markova K.L.a, Simbirtsev A.S.b, c, 
Ischenko A.M.c, Selkov S.A.a, b, Sokolov D.I.a, b

a D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation 
b First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
с State Research Institute of Highly Pure Biopreparations, Federal Medical-Biological Agency, St. Petersburg, Russian 
Federation

Abstract. Development of angiogenesis depends on the functional state of endothelial cells, as well 
as on the balanced secretion of cytokines, growth factors and chemokines by endothelial cells and cells of 
microenvironment. Macrophages represent an essential component of the microenvironment and take part 
in the formation of blood vessels both due to the production of cytokines and due to contact interactions 
with endothelial cells. VEGF is among the most important cytokines that control angiogenesis at all its stages. 
Currently, the role of VEGF in the intercellular interactions of endothelial cells and macrophages is not well 
described. The aim of our study was to investigate the effect of VEGF deprivation using monoclonal antibodies 
on angiogenesis under conditions of co-cultivation of endothelium and macrophages. Materials and methods: 
monoclonal antibodies to VEGF-A were used for VEGF deprivation in monoculture of endothelial cells and in 
co-culture of endothelial cells with macrophages. The IL-1β, IL-6 and TNFα cytokines were used as inducers. 
When VEGF-A was removed from the medium, endothelial cells show plasticity and form longer vessels, 
they modify the expression of VEGF receptors. Macrophages regulate endothelial cell activity through the 
secretion of cytokines, including VEGF, and through contact interactions with endothelial cells. THP-1 cells 
increase the sensitivity of endothelial cells to VEGF by stimulating the VEGFR1 and VEGFR3 expression, this 
effect is VEGF-A-independent. The IL-1β, IL-6, TNFα cytokines independently stimulate non-branching 
angiogenesis, increasing the length of the vessels. At the same time, IL-1β increases the VEGFR1 expression 
on the surface of endothelial cells. In contrast, IL-6 and TNFα decrease it, thereby regulating the sensitivity 
of endothelial cells to VEGF. The effects of these cytokines are not dependent on VEGF-A. The IL-1β, IL- 6, 
TNFα cytokines promote acquisition of anti-angiogenic properties by THP-1 cells that is independent on 
VEGF-A, as well as on expression of its receptors by endothelial cells. Thus, VEGF is an important, but not 
the sole factor controlling angiogenesis. Under conditions of VEGF-A deficiency, either endothelial cells or 
microenvironment cells are able to compensate for its functional load due to the production of other growth 
factors.

Keywords: endothelial cells, angiogenesis, cytokines, VEGF, macrophages, monocytes
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Введение
Ключевым процессом, необходимым для фи-

зиологического формирования и  адекватного 
функционирования тканей и  органов, является 

ангиогенез. Ангиогенез – многоэтапный процесс 
образования новых кровеносных сосудов из уже 
существующих. Выделяют следующие этапы ан-
гиогенеза: разрушение внеклеточного матрикса, 
миграция эндотелиальных клеток (ЭК), проли-
ферация ЭК, формирование ЭК новой капил-
лярной трубки, восстановление базальной мем-
браны  [1, 10, 36]. В  физиологических условиях 
ангиогенез встречается во  время эмбриогенеза, 
а  также в  постнатальном периоде  – при зажив-
лении ран и при циклических изменениях в ре-
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продуктивной системе женщин. Существенный 
вклад процессы ангиогенеза вносят в  развитие 
различных патологических состояний, таких 
как  канцерогенез, эндометриоз, атеросклероз, 
заболевания с выраженным хроническим воспа-
лением [36]. Как  при физиологическом состоя-
нии, так и в условиях воспалительного процесса 
ключевую роль в  ангиогенезе отводят макрофа-
гам (Мф)  [31, 38, 40, 49]. Контроль ангиогенеза 
Мф основан на  продукции клетками провос-
палительных (IL-1β, IL-8, TNFα, IL-6, IFNγ) 
и  противовоспалительных цитокинов (IL-10), 
а  также факторов роста (VEGF, TGF-β, G-CSF, 
GМ-CSF), которые влияют на функции ЭК (ми-
грация, пролиферация, дифференцировка) и  их 
жизнеспособность, а  также на  клетки микро-
окружения, опосредованно влияющие на  эндо-
телий [49]. Преимущественная секреция про-
вовоспалительных или  противовоспалительных 
цитокинов Мф зависит от того, какой функцио-
нальный тип (М1 или М2) приобретет нативный 
Мф в зависимости от стимулов микроокружения. 
Так, липополисахарид в сочетании с IFNγ инду-
цирует макрофаг М1-типа, характеризуется пре-
имущественной продукцией провоспалительных 
цитокинов Th1-типа и  отвечает за  реализацию 
воспаления. Активация клеток IL-4/IL-13 инду-
цирует альтернативно активированные макро-
фаги М2-типа, секретирующие цитокины Th2-
типа и  участвующие в  регуляции ангиогенеза, 
репарации и  ремоделировании ткани, удалении 
апоптотических телец [28, 54]. Ангиогенный фе-
нотип Мф не до конца охарактеризован, однако 
показано, что ангиогенную активность проявля-
ют только активированные моноциты и Мф [49]. 
Наряду с секрецией цитокинов Мф секретируют 
ряд металлопротеаз, разрушающих внеклеточ-
ный матрикс и высвобождающих фрагменты экс-
трацеллюлярного матрикса и ростовые факторы, 
способные влиять на ангиогенез [49]. Макрофаги 
контролируют ветвление сосудов при ангиогене-
зе за счет взаимодействия с ЭК, выступая в роли 
мостика, связующего соседние ЭК [42]. Таким 
образом, Мф могут влиять на все стадии ангио-
генеза, при этом характер влияния макрофагов 
на процессы ангиогенеза в значительной степени 
определяется действием цитокинов микроокру-
жения. 

Наиболее важным фактором развития сосу-
дистой сети и  ее поддержания является VEGF. 
Хотя многие молекулы участвуют в ангиогенезе, 
VEGF занимает особое положение, поскольку 
оказывает прямое митогенное действие на  ЭК 
и  является ключевым регулятором как  физио-
логического, так  и патологического ангиоге-
неза [53]. Семейство ростовых факторов VEGF 
включает в  себя изоформы VEGF-A, VEGF-B, 

VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E и  PLGF. Данные 
изоформы фактора роста эндотелия сосудов яв-
ляются лигандами для  соответствующих рецеп-
торов: VEGF-A, VEGF-B и  PLGF взаимодей-
ствуют с VEGF-R1, VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, 
VEGF-E  – с  VEGF-R2, VEGF-C, VEGF-D  – 
с VEGF-R3. VEGF играет важнейшую роль в та-
ких процессах, как деградация базальной мембра-
ны ЭК и внеклеточного матрикса, пролиферация 
ЭК, формирование капилляров, синтез новой 
базальной мембраны. Таким образом, VEGF ока-
зывается вовлечен во все этапы ангиогенеза [39, 
46]. Изоформа VEGF-A существует в виде 4 раз-
личных подтипов: VEGF121, VEGF165, VEGF189 
и  VEGF206 [51] и  считается первым ростовым 
фактором, характерным именно для  ЭК, кото-
рый появляется в ходе эмбрионального развития. 
Некоторые авторы выделяют формы VEGF145 
и VEGF183 [1]. Именно VEGF-A является клю-
чевой молекулой, индуцирующей васкулогенез 
и ангиогенез [39]. VEGF-A был открыт как фак-
тор проницаемости сосудов, затем была показана 
его роль в пролиферации, миграции, прорастании 
сосудов и формировании трубок сосудов [13, 39]. 
Сильнейшим стимулом, вызывающим секрецию 
VEGF, является гипоксия. В  условиях гипоксии 
HIF-1 связывается с  промоторным участком 
гена VEGF и  усиливает транскрипцию с  дан-
ного участка, обеспечивая повышение синтеза 
VEGF [39]. Индукторами продукции VEGF так-
же могут служить некоторые гормоны, факторы 
роста и оксид азота. Кроме ЭК, VEGF экспресси-
руется другими типами клеток, такими как ГМК 
сосудов, нейтрофилы, моноциты и  макрофаги, 
кератиноциты, фибробласты и  остеобласты, 
а  также синтезируется желтым телом, тканями 
плаценты и фетальными тканями [39].

В  настоящее время недостаточно изучена 
роль VEGF-A в  межклеточных взаимодействиях 
интактных и  активированных цитокинами ЭК 
и макрофагов. В связи с этим целью исследования 
явилось изучение влияния депривации VEGF 
при помощи моноклональных антител на ангио
генез в  условиях совместного культивирования 
эндотелия и макрофагов.

Материалы и методы 
Клетки
Использовали эндотелиальные клетки ли-

нии EA.Hy926, любезно предоставленные 
Dr. C.J. Edgel (Университет Северной Каролины, 
CША). Они воспроизводят все основные характе-
ристики ЭК [23]. Клетки культивировали в среде 
DMEM/ F12 с добавлением 10% ЭТС, 100 мкг/ мл 
стрептомицина, 100 ЕД/мл пенициллина, 8 ммоль/л  
L-глутамина, HAT (Sigma, США). Пересев про-
изводили 1 раз в 3-4 дня, вызывая дезинтеграцию 
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монослоя 5-минутной экспозицией в  растворе 
версена (Биолот, Россия). В работе использовали 
клетки линии ТНР-1, полученные из перифери-
ческой крови человека с  острой моноцитарной 
лейкемией. Клетки линии ТНР-1 культивирова-
ли в  среде RPMI-1640, 10% ЭТС, 50  мкг/мл пе-
нициллина, 2 мМ L-глютамина (Sigma, США). 
Культивирование клеток линии ТНР-1 на  раз-
личных компонентах экстрацеллюлярного ма-
трикса (коллаген I и  IV типа, фибронектин) 
приводит к  изменению их фенотипических 
и  функциональных характеристик, ассоцииро-
ванных с  дифференцировкой в  Мф (продукции 
матриксных металлопротеиназ (ММР), сниже-
нию экспрессии CD14 и повышению экспрессии 
CD71, изменению фагоцитирующей способно-
сти, изменению в активности миелопероксидазы 
(MPO) и β-D-глюкуронидазы) [21, 55]. Наличие 
в  трехмерном матриксе «Матригель» коллагена 
IV типа предполагает сходные изменения фе-
нотипических и  функциональных характери-
стик клеток линии ТНР-1. Все клеточные линии 
и эксперименты с ними проводили в инкубаторе 
во влажной атмосфере при 37 °С, 5% CO2. Жизне-
способность клеток оценивали при помощи рас-

Рисунок 1. Формирование сосудов ЭК линии EA.Hy926
Примечание. А – сосуды, образованные интактными ЭК 
при монокультивировании в среде, 2,5% ЭТС. Б – при 
монокультивировании в среде, 2,5% ЭТС, в присутствии 
bFGF (20 нг/мл). В – в среде, 2,5% ЭТС, в присутствии клеток 
линии THP-1. Г – при монокультивировании в среде, 2,5% 
ЭТС, в присутствии препарата «Авастин». Увеличение ×100, 
фазовый контраст. 
Figure 1. Formation of Tube-like structures by endothelial cells 
of the ЕА.Hy926 cell line
Note. A, tube-like structures formed by intact EC in the presence of 
2.5% FBS. B, monoculture, in the presence of 2.5% FBS and bFGF 
(20 ng/ml). C, in the presence of 2.5% FBS and THP-1 cells. D, 
monoculture, in the presence of 2.5% FBS and the drug Avastin. Phase 
contrast, ×100.

твора трипанового синего, при этом она состав-
ляла не менее 96%.

Цитокины и препараты
Для  активации клеток использовали препа-

раты рекомбинантных человеческих цитоки-
нов: 10 ед/мл TNFα («Рефнолин», 1 ед = 0,06 нг; 
«Фермент», Sanitas, Литва), 10 ед/мл IL-1β (ре-
комбинантный IL-1β, 1 ед  =  0,01 нг; производ
ства ФГУП Гос.  НИИОЧБ ФМБА России, 
Санкт-Петербург, Россия), 4 нг/ мл IL-6 (RD, 
США). Приведенные концентрации были выбра-
ны на основании данных, полученных ранее [24, 
26]. В  работе использовали препарат «Авастин» 
(«Бевацизумаб», Roche, Швейцария)  – гумани-
зированные рекомбинантные гиперхимерные 
моноклональные антитела к  VEGF, ингибирую-
щие его связывание с VEGFR1 и VEGFR2 на по-
верхности ЭК. Предварительные эксперименты 
показали, что культивирование ЭК на  матриксе 
«Матригель» (BD, США) в  присутствии препа-
рата «Авастин» в  концентрациях 5 нМ, 500 нМ, 
5000 нМ приводило к  увеличению длины ка-
пилляроподобных структур (далее в  тексте ста-
тьи – сосудов), образуемых ЭК. Для проведения 
всех дальнейших экспериментов была выбрана 
концентрация препарата «Авастин» 5000 нМ, по-
скольку в монокультуре ЭК в этой концентрации 
были выявлены наибольшие изменения длины 
сосудов по  сравнению с  монокультурой интакт-
ных ЭК.

Для оценки влияния цитокинов на формиро-
вание сосудов ЭК в присутствии моноцитоподоб-
ных клеток линии THP-1 и препарата «Авастин» 
лунки 24-луночного планшета предварительно 
обрабатывали матриксом Matrigel Gowth Factors 
Reduced («Матригель») (Becton Dickinson, США) 
с пониженным содержанием ростовых факторов. 
Данный матрикс представляет собой смесь бел-
ков внеклеточного матрикса, таких как ламинин 
и  коллаген IV типа, а  также содержит TGF-β, 
EGF, IGF, bFGF, PA в  минорных количествах. 
«Матригель» является продуктом секреции кле-
ток саркомы мыши линии Engelbreth-Holm-
Swarm  [20]. В  лунки с  матриксом вносили ЭК 
линии EA.Hy926 в концентрации 150 000 клеток 
в  лунку в  1 мл. В  часть лунок добавляли клетки 
линии THP-1 в  концентрации 250  000 клеток 
в лунку в 1 мл, цитокины и препарат «Авастин». 
Затем культивировали в  полной культуральной 
среде с  2,5% ЭТС без добавления HAT в  тече-
ние 24 часов при 37  °С  и 5% CO2 в  инкубато-
ре. В  качестве контроля инкубировали клетки 
в  среде с  2,5% ЭТС, в  качестве положительно-
го контроля  – в  среде с  2,5% ЭТС и  20 нг/мл 
bFGF. Установлено, что bFGF увеличивал длину 

А (А) Б (B)

В (C) Г (D)
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(76,06±0,61 мкм) сосудов, образованных ЭК ли-
нии EA.Hy926, по сравнению с интактными ЭК 
при их монокультивировании (63,13±0,34  мкм, 
p < 0,001) (рис. 1). Все эксперименты проводили 
трижды, для каждого индуктора внутри экспери-
мента использовали по три лунки. При помощи 
микроскопа AxioObserver.Z1 (Zeiss, Германия) и 
компьютерной системы анализа изображений 
ImagePro 6.0 измеряли длину сосудов, образован-
ных ЭК (рис. 1), а также подсчитывали их коли-
чество. В каждой лунке производили учет 5 полей 
зрения.

Для оценки экспрессии рецепторов VEGFR1, 
VEGFR2, VEGFR3 на  эндотелиальных клет-
ках в условиях их совместного культивирования 
с макрофагами на матриксе «Матригель» в при-
сутствии цитокинов и препарата «Авастин» про-
водили совместное культивирование ЭК и THP-1 
согласно методу, описанному выше. Затем дезин-
тегрировали матрикс «Матригель» при помо-
щи Cell Recovery Solution (Corning, США) в  со-
ответствии с  рекомендациями производителя. 
Для блокировки Fc-рецепторов использовали Fc-
blocking reagent (Miltenyi Biotec, США) в соответ-
ствии с указаниями производителя. Клетки обра-
батывали антителами против CD45 (PerCP) (BD, 
США), VEGFR1 (PE), VEGFR2 (FITC), VEGFR3 
(APC) (RD, США) в  соответствии с  рекоменда-
циями производителя. В  работе использованы 
соответствующие изотипические контроли. За-
тем измеряли интенсивность флуоресценции 
на  проточном цитофлуориметре FacsCantoII 
(BD, США) (рис. 2, см. 2-ю стр. обложки). 

Статистический анализ проводили при помо-
щи программы STATISTICA 10. Для оценки вли-
яния цитокинов на  формирование сосудов ЭК 
в присутствии клеток линии THP-1 и препарата 
«Авастин», а  также для  оценки уровня экспрес-
сии рецепторов VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3 
на ЭК в условиях их совместного культивирова-
ния с Мф на трехмерном матриксе «Матригель» 
использовали t-критерий Стьюдента. Проверку 
нормальности распределения проводили при по-
мощи теста Шапиро–Уилка. Данные выражали 
в виде M±m.

Результаты
При совместном культивировании клеток ли-

нии THP-1 с ЭК линии EA.Hy926 длина сосудов, 
образованных ЭК, была больше, а  их количе-
ство – меньше, по сравнению с таковыми в отсут-
ствие клеток линии THP-1 (рис. 3). Установлено, 
что после культивирования на матриксе «Матри-
гель» ЭК экспрессировали VEGFR1 и  VEGFR3, 
но не VEGFR2. Установлено, что bFGF не влиял 

на экспрессию VEGFR1 и VEGFR3 на поверхно-
сти ЭК (рис.  4). В  сокультуре ЭК и  THP-1 экс-
прессия VEGFR1 и VEGFR3 ЭК линии EA.Hy926 
была выше, чем в монокультуре. Длина сосудов, 
образованных в монокультуре ЭК в присутствии 
препарата «Авастин», была больше по  сравне-
нию с таковой у интактных ЭК. В сокультуре ЭК 
и THP-1 в присутствии препарата «Авастин» на-
блюдали увеличение длины сосудов по  сравне-
нию с  монокультурой интактных ЭК. При этом 
препарат «Авастин» уменьшал длину сосудов 
в  присутствии THP-1 по  сравнению с  культи-
вированием в  тех же  условиях, но в  отсутствие 
препарата «Авастин». Количество образованных 
сосудов было меньше в  сокультуре ЭК и  THP-1 
как в отсутствие, так и в присутствии препарата 
«Авастин» по сравнению с интактной монокуль-
турой ЭК (рис. 3).

В  сокультуре ЭК и  THP-1 количество 
VEGFR1+ и VEGFR3+ ЭК, а также интенсивность 
экспрессии ими VEGFR1 и VEGFR3 были боль-
ше по  сравнению с  монокультурой интактных 
ЭК. Эти изменения не  зависели от  присутствия 
или  отсутствия препарата «Авастин» (рис.  5). 
В  монокультуре ЭК в  присутствии препарата 
«Авастин» наблюдали снижение интенсивности 
экспрессии VEGFR3 по  сравнению с  таковой 
в монокультуре интактных ЭК. В сокультуре ЭК 
и THP-1 в присутствии препарата «Авастин» от-
носительное количество VEGFR3+ ЭК, а  также 
интенсивность экспрессии ими VEGFR3 были 
выше по сравнению с монокультурой интактных 
ЭК и по сравнению с монокультурой ЭК в при-
сутствии препарата «Авастин» (рис. 5).

В  монокультуре ЭК в  присутствии IL-1β от-
мечено увеличение длины сосудов по сравнению 
с  интактными клетками. При одновременном 
добавлении к  монокультуре препарата «Ава-
стин» и IL-1β длина сосудов также была больше 
по сравнению со спонтанным уровнем, но мень-
ше по  сравнению с  длиной сосудов в  присут-
ствии только препарата «Авастин» или  по срав-
нению с  культивированием ЭК в  присутствии 
только IL- 1β (рис. 3). Относительное количество 
VEGFR1+ ЭК, а также интенсивность экспрессии 
VEGFR1 в монокультуре ЭК в присутствии IL-1β 
были выше по  сравнению с  интактными клет-
ками. Относительное количество VEGFR1+ ЭК 
и  интенсивность экспрессии VEGFR1 в  моно-
культуре ЭК в присутствии препарата «Авастин» 
и IL-1β также были выше по сравнению с тако-
выми в монокультуре интактных ЭК; но при этом 
интенсивность экспрессии VEGFR1 на ЭК была 
выше, чем в присутствии только препарата «Ава-
стин» (рис. 5). 
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Рисунок 3. Влияние IL-1ββ на формирование сосудов 
ЭК линии EA.Hy926 в присутствии клеток линии THP-1 
и препарата «Авастин»
Примечание. А – влияние на длину сосудов. Б – влияние 
на количество сосудов. DMEM F12 – культивирование в среде 
без HAT, 2,5% ЭТС, спонтанный уровень, n = 45; Avastin – 
культивирование в присутствии препарата «Авастин», 
n = 45; IL-1 – культивирование в присутствии IL-1ββ, n = 15; 
Avastin + IL-1 – культивирование в присутствии препарата 
«Авастин» и IL-1ββ, n = 15. Достоверность различий: * – 
p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001 (отличается от уровня 
при монокультивировании интактных ЭК); # – p < 0,05; ## – 
p < 0,01; ### – p < 0,001.
Figure 3. Effect of IL-1β on the formation of tube-like structures 
by endothelial cells of the ЕА.Hy926 cell line in the presence of 
THP-1 cells and the drug Avastin
Note. A, the effect on the length of tube-like structures. B, the effect on 
the number of tube-like structures. DMEM F12, cultivation in a medium 
without HAT, 2.5% FBS (spontaneous level), n = 45; Avastin, cultivation 
in the presence of the drug Avastin, n = 45; IL-1, cultivation in the 
presence of IL-1β, n = 15; Avastin + IL-1, cultivation in the presence 
of the drug Avastin and IL-1β, n = 15. The significance of differences 
between groups: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the 
spontaneous level); #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии IL- 1β 
отмечено увеличение длины сосудов по  сравне-
нию с таковой в монокультуре интактных ЭК и в 
то  же время снижение длины сосудов по  срав-
нению с  сокультурой ЭК и  THP-1 в  отсутствие 
индукторов. Длина сосудов в  сокультуре ЭК 
и THP- 1 в присутствии IL-1β была ниже по срав-

нению с монокультурой ЭК в присутствии IL-1β. 
В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии препа-
рата «Авастин» и  IL-1β наблюдали уменьшение 
длины сосудов по сравнению с таковой в моно-
культуре интактных ЭК, а  также по  сравнению 
с  сокультурой ЭК и  THP-1 в  присутствии пре-
парата «Авастин» или по сравнению с сокульту-
рой ЭК и  THP-1 с  добавлением IL-1β. Отмече-
но уменьшение длины сосудов в  сокультуре ЭК 
и  THP-1 в  присутствии препарата «Авастин» 
и IL- 1β, по сравнению с монокультурой ЭК в при-
сутствии тех же индукторов (рис. 3). Количество 
сосудов в сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии 
IL-1β было больше по сравнению с сокультурой 
ЭК и THP-1 в отсутствие индукторов. В сокуль-
туре ЭК и THP-1 в присутствии препарата «Ава-
стин» и  IL-1β количество сосудов было меньше 
по  сравнению с  монокультурой интактных ЭК 
и по сравнению с сокультурой ЭК и THP-1 в при-
сутствии IL-1β (рис. 3).

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии IL-1β 
количество VEGFR1+ ЭК и  интенсивность экс-
прессии ими VEGFR1 были выше по сравнению 
с  монокультурой интактных или  активирован-
ных IL-1β ЭК. При этом в данных условиях коли-
чество VEGFR1+ ЭК было больше по сравнению 
с сокультурой ЭК и THP-1 в отсутствие индукто-
ров. В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии пре-
парата «Авастин» и  IL-1β количество VEGFR1+ 
ЭК и  интенсивность экспрессии ими VEGFR1 
были выше по  сравнению с  монокультурой ин-
тактных ЭК, а также по сравнению с монокуль-
турой ЭК в  присутствии тех же  индукторов, 
по сравнению с сокультурой ЭК и THP-1 в отсут-
ствие индукторов, по  сравнению с  сокультурой 
ЭК и THP-1 в присутствии препарата «Авастин» 
(рис. 5).

В монокультуре ЭК в присутствии IL-1β коли-
чество VEGFR3+ ЭК и  интенсивность экспрес-
сии ими VEGFR3 не  изменялись по  сравнению 
с интактной монокультурой. Однако количество 
VEGFR3+ ЭК и  интенсивность экспрессии ими 
VEGFR3 в монокультуре в присутствии препара-
та «Авастин» и IL-1β оказались больше по срав-
нению с монокультурой ЭК в присутствии только 
препарата «Авастин» (рис.  5). В  сокультуре ЭК 
и  THP-1 в  присутствии IL-1β интенсивность 
экспрессии VEGFR3 на ЭК была выше по срав-
нению с  монокультурой интактных ЭК, а  также 
по сравнению с монокультурой ЭК в присутствии 
IL-1β. При добавлении препарата «Авастин» 
и IL-1β в сокультуру ЭК и THP-1 интенсивность 
экспрессии VEGFR3 на ЭК была выше по срав-
нению с монокультивированием интактных ЭК, 
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Рисунок 4. Экспрессия рецепторов фактора роста эндотелия сосудов на эндотелиальных клетках линии EA.Hy926
Примечание. А – экспрессия VEGFR1. Б – VEGFR2. В – VEGFR3. EC_unst – неокрашенные ЭК, n = 8; EC – ЭК, меченные 
антителами с флуоресцентной меткой к соответствующему рецептору, n = 8; EC (EC + THP) – ЭК после совместного 
культивирования с клетками линии THP-1, меченные антителами с флуоресцентной меткой к соответствующему рецептору, 
n = 16. Достоверность различий: # – p < 0,05; ### – p < 0,001.
Figure 4. Expression of vascular endothelial growth factor receptors on the surface of endothelial cells of the ЕА.Hy926 cell line
Note. A, the expression of VEGFR1. B, VEGFR2. C, VEGFR3. EC_unst, untreated EC, n = 8; EC, EC treated with antibodies with a fluorescent 
label to the corresponding receptor, n = 8; EC (EC + THP), EC after co-culture with THP-1 cells, treated with antibodies with a fluorescent label to 
the corresponding receptor, n = 16. The significance of differences: #, p < 0.05; ###, p < 0.001.

Рисунок 5. Влияние IL-1ββ на экспрессию VEGFR1 и VEGFR3 эндотелиальными клетками в условиях их совместного 
культивирования с клетками линии THP-1
Примечание. А, Б – экспрессия VEGFR1. В, Г – экспрессия VEGFR3. DMEM F12 – культивирование в среде без HAT, 2,5% ЭТС, 
спонтанный уровень, n = 16; Avastin – культивирование в присутствии препарата «Авастин», n = 24; IL-1 – культивирование 
в присутствии IL-1ββ, n = 6; Avastin + IL-1 – культивирование в присутствии препарата «Авастин» и IL-1ββ, n = 6. Достоверность 
различий: * – p < 0,05; ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 (отличается от уровня при монокультивировании интактных ЭК); # – p < 0,05; 
## – p < 0,01; ### – p < 0,001.
Figure 5. Effect of IL-1β on the expression of VEGFR1 and VEGFR3 by endothelial cells under conditions of their co-cultivation with 
THP-1 cells
Note. A, B, the expression of VEGFR1. C, D, the expression of VEGFR3. DMEM F12, cultivation in a medium without HAT, 2.5% FBS 
(spontaneous level), n = 16; Avastin, cultivation in the presence of the drug Avastin, n = 24; IL-1, cultivation in the presence of IL-1β, n = 6; 
Avastin + IL-1, cultivation in the presence of the drug Avastin and IL-1β, n = 6. The significance of differences between groups: *, p < 0.05; 
**, p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the spontaneous level); #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.
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а  также по  сравнению с  монокультивированием 
ЭК в присутствии тех же индукторов (рис. 5).

В монокультуре ЭК в присутствии IL-6 было 
отмечено увеличение длины сосудов по  сравне-
нию с монокультурой интактных ЭК. Длина со-
судов в монокультуре ЭК в присутствии препара-

Рисунок 6. Влияние IL-6 на формирование сосудов 
ЭК линии EA.Hy926 в присутствии клеток линии THP-1 
и препарата «Авастин»
Примечание. А – влияние на длину сосудов. Б – влияние 
на количество сосудов. DMEM F12 – культивирование в среде 
без HAT, 2,5% ЭТС, спонтанный уровень, n = 45; Avastin – 
культивирование в присутствии препарата «Авастин», n = 30 
(в отсутствие клеток линии THP-1), n = 45 (в присутствии 
клеток линии THP-1); IL-6 – культивирование в присутствии 
IL-6, n = 15; Avastin + IL-6 – культивирование в присутствии 
препарата «Авастин» и IL-6, n = 15. Достоверность различий: 
** – p < 0,01; *** – p < 0,001 (отличается от уровня при 
монокультивировании интактных ЭК); ## – p < 0,01; ### – 
p < 0,001. 
Figure 6. Effect of IL-6 on the formation of tube-like structures 
by endothelial cells of the ЕА.Hy926 cell line in the presence of 
THP-1 cells and the drug Avastin 
Note. A, the effect on the length of tube-like structures. B, the effect 
on the number of tube-like structures. DMEM F12, cultivation in 
a medium without HAT, 2.5% FBS (spontaneous level), n = 45; 
Avastin, cultivation in the presence of the drug Avastin, n = 30 (in the 
absence of THP-1 cells), n = 45 (in the presence of THP-1 cells); IL-6, 
cultivation in the presence of IL-6, n = 15; Avastin + IL-6, cultivation in 
the presence of the drug Avastin and IL-6, n = 15. The significance of 
differences between groups: **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the 
spontaneous level); ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.

та «Авастин» и  IL-6 была больше по  сравнению 
с таковой в монокультуре интактных ЭК (рис. 6). 
В  монокультуре ЭК в  присутствии IL-6, а  так-
же в  присутствии препарата «Авастин» и  IL-6 
интенсивность экспрессии VEGFR1 ЭК была 
ниже по сравнению с монокультурой интактных 
ЭК (рис. 7). Количество VEGFR3+ ЭК и интен-
сивность экспрессии ими VEGFR3 в  монокуль-
туре ЭК в  присутствии IL-6, а  также в  присут-
ствии препарата «Авастин» и IL-6 были меньше 
по  сравнению с  таковыми в  монокультуре ин-
тактных ЭК (рис. 7). 

Длина сосудов в сокультуре ЭК и THP-1 в при-
сутствии IL-6 была меньше по сравнению с мо-
нокультурой ЭК в  присутствии IL-6 и  по срав-
нению с  сокультурой ЭК и  THP-1 в  отсутствие 
индукторов. В  сокультуре ЭК и  THP-1 в  при-
сутствии препарата «Авастин» и  IL-6 было от-
мечено увеличение длины сосудов по сравнению 
со  спонтанным уровнем без индукторов. В  этих 
условиях длина сосудов была меньше по сравне-
нию с монокультурой ЭК в присутствии препара-
та «Авастин» и IL-6. Длина сосудов в сокультуре 
ЭК и THP-1 в присутствии препарата «Авастин» 
и IL-6 была больше по сравнению с сокультурой 
в присутствии только IL-6 и меньше по сравне-
нию с сокультурой в присутствии только препа-
рата «Авастин» (рис. 6). Количество сосудов в со-
культуре ЭК и  THP-1 в  присутствии IL-6 было 
меньше по сравнению с таковым в монокультуре 
интактных ЭК или  активированнных IL-6 ЭК. 
Снижение количества сосудов по  сравнению 
с  таковым в  монокультуре интактных ЭК также 
было отмечено в сокультуре ЭК и THP-1 в при-
сутствии препарата «Авастин» и  IL-6. В  сокуль-
туре ЭК и THP-1 в присутствии препарата «Ава-
стин» и IL-6 количество сосудов было меньше по 
с сравнению монокультурой ЭК в  присутствии 
тех же индукторов (рис. 6).

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии IL-6 
количество VEGFR1+ ЭК и  интенсивность экс-
прессии ими VEGFR1 были больше по  сравне-
нию с  монокультурой интактных или  активи-
рованных IL-6 ЭК. При добавлении препарата 
«Авастин» и  IL-6 в  сокультуру ЭК и  THP-1 ко-
личество VEGFR1+ ЭК было больше по сравне-
нию с  монокультурой интактных ЭК и  меньше 
по сравнению с сокультурой ЭК и THP-1 в при-
сутствии только препарата «Авастин». В сокуль-
туре интенсивность экспрессии VEGFR1 на  ЭК 
была выше по сравнению с таковой в монокуль-
туре интактных ЭК и по сравнению с монокуль-
турой в присутствии тех же индукторов. В сокуль-
туре интенсивность экспрессии VEGFR1 на  ЭК 
была ниже по сравнению с таковой в сокультуре 
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в  отсутствие индукторов, в  присутствии только 
препарата «Авастин» или  в присутствии только 
IL-6 (рис. 7). 

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии IL-6 
количество VEGFR3+ ЭК и  интенсивность экс-
прессии ими VEGFR3 были выше по сравнению 
с монокультурой интактных или активированных 
IL-6 ЭК. Также в сокультуре ЭК и THP-1 в при-
сутствии препарата «Авастин» и  IL-6 количе-
ство VEGFR3+ ЭК и  интенсивность экспрессии 
ими VEGFR3 были выше по сравнению с моно-
культурой интактных или  активированных теми 
же индукторами ЭК (рис. 7).

Длина сосудов в  монокультуре ЭК в  присут-
ствии TNFα была больше по  сравнению с  ин-
тактной монокультурой ЭК. В монокультуре ЭК 
в  присутствии препарата «Авастин» и  TNFα от-

мечено увеличение длины сосудов по сравнению 
с монокультурой интактных ЭК (рис. 8). В моно-
культуре ЭК в  присутствии TNFα количество 
VEGFR1+ ЭК и  интенсивность экспрессии ими 
VEGFR1 были меньше по  сравнению с  моно-
культурой интактных ЭК. Этот эффект сохранял-
ся в  монокультуре ЭК в  присутствии препарата 
«Авастин» и TNFα. При этом в монокультуре ЭК 
в присутствии препарата «Авастин» и TNFα коли-
чество VEGFR1+ ЭК было меньше по сравнению 
с монокультурой ЭК в присутствии только препа-
рата «Авастин» (рис. 9). В сокультуре ЭК и THP-1 
интенсивность экспрессии VEGFR3 была ниже 
по  сравнению с  монокультурой интактных ЭК. 
В  монокультуре ЭК в  присутствии препара-
та «Авастин» и  TNFα количество VEGFR3+ ЭК 
и интенсивность экспрессии ими VEGFR3 были 

Рисунок 7. Влияние IL-6 на экспрессию VEGFR1 и VEGFR3 эндотелиальными клетками в условиях их совместного 
культивирования с клетками линии THP-1
Примечание. А, Б – экспрессия VEGFR1. В, Г – экспрессия VEGFR3. DMEM F12 – культивирование в среде без HAT, 2,5% ЭТС, 
спонтанный уровень, n = 16; Avastin – культивирование в присутствии препарата «Авастин», n = 24; IL-6 – культивирование 
в присутствии IL-6, n = 3; Avastin + IL-6 – культивирование в присутствии препарата «Авастин» и IL-6, n = 3. Достоверность 
различий: * – p < 0,05; ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 (отличается от уровня при монокультивировании интактных ЭК); # – p < 0,05; 
## – p < 0,01; ### – p < 0,001.
Figure 7. Effect of IL-6 on the expression of VEGFR1 and VEGFR3 by endothelial cells under conditions of co-cultivation with 
THP- 1 cells
Note. A, B, the expression of VEGFR1. C, D, the expression of VEGFR3. DMEM F12, cultivation in a medium without HAT, 2.5% FBS 
(spontaneous level), n = 16; Avastin, cultivation in the presence of the drug Avastin, n = 24; IL-6, cultivation in the presence of IL-6, n = 3;  
Avastin + IL-6, cultivation in the presence of the drug Avastin and IL-6, n = 3. The significance of differences between groups: *, p < 0.05; 
**, p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the spontaneous level); #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.
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ниже по сравнению с монокультурой интактных 
ЭК. При этом количество VEGFR3+ ЭК было 
меньше по сравнению с монокультурой в присут-
ствии препарата «Авастин» (рис. 9). 

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии TNFα 
длина сосудов была больше по сравнению с мо-

Рисунок 8. Влияние TNFαα на формирование сосудов 
ЭК линии EA.Hy926 в присутствии клеток линии THP-1 
и препарата «Авастин»
Примечание. А – влияние на длину сосудов. Б – влияние 
на количество сосудов. DMEM F12 – культивирование в среде 
без HAT, 2,5% ЭТС, спонтанный уровень, n = 45; Avastin – 
культивирование в присутствии препарата «Авастин», 
n = 45; TNFαα – культивирование в присутствии TNFαα, n = 15; 
Avastin + TNFαα – культивирование в присутствии препарата 
«Авастин» и TNFαα, n = 15. Достоверность различий: * – 
p < 0,05; ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 (отличается от уровня 
при монокультивировании интактных ЭК); # – p < 0,05; ## – 
p < 0,01; ### – p < 0,001.
Figure 8. Effect of TNFα on the formation of tube-like structures 
by endothelial cells of the ЕА.Hy926 cell line in the presence of 
THP-1 cells and the drug Avastin
Note. A, the effect on the length of tube-like structures. B, the effect on 
the number of tube-like structures. DMEM F12, cultivation in a medium 
without HAT, 2.5% FBS (spontaneous level), n = 45; Avastin, cultivation 
in the presence of the drug Avastin, n = 45; TNFα, cultivation in the 
presence of TNFα, n = 15; Avastin + TNFα, cultivation in the presence 
of the drug Avastin and TNFα, n = 15. The significance of differences 
between groups: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the 
spontaneous level); #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.

нокультурой интактных ЭК, но меньше по срав-
нению с длиной сосудов в интактной сокультуре. 
Длина сосудов в сокультуре ЭК и THP-1 в присут-
ствии препарата «Авастин» и TNFα была больше 
по  сравнению с  монокультурой интактных ЭК, 
но меньше по  сравнению с  сокультурой в  при-
сутствии препарата «Авастин» (рис.  8). Количе-
ство сосудов в монокультуре в присутствии TNFα 
было меньше по  сравнению с  интактной моно-
культурой ЭК. В монокультуре ЭК в присутствии 
препарата «Авастин» и TNFα количество сосудов 
по  сравнению с  монокультурой интактных ЭК 
было меньше, но больше по сравнению с моно-
культурой ЭК в присутствии TNFα (рис. 8). 

В  сокультуре ЭК и  THP-1 в  присутствии 
TNFα количество сосудов было меньше по срав-
нению с  интактной сокультурой. В  сокульту-
ре ЭК и  THP-1 в  присутствии препарата «Ава-
стин» и TNFα количество сосудов было меньше 
по  сравнению с  монокультурой интактных ЭК, 
а также по сравнению с монокультурой ЭК в при-
сутствии препарата «Авастин» и TNFα (рис. 8).

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии TNFα 
относительное количество VEGFR1+ ЭК и интен-
сивность экспрессии ими VEGFR1 были больше 
по сравнению с таковыми в монокультуре интакт-
ных или активированных TNFα ЭК. В сокультуре 
ЭК и THP-1 в присутствии препарата «Авастин» 
и TNFα количество VEGFR1+ ЭК было меньше 
по  сравнению с  монокультурой интактных ЭК, 
а  интенсивность экспрессии VEGFR1 ЭК была 
выше по сравнению с интактной или активиро-
ванной теми же индукторами монокультурой ЭК. 
Количество VEGFR1+ ЭК и интенсивность экс-
прессии ими VEGFR1 в сокультуре ЭК и THP-1 
в присутствии препарата «Авастин» и TNFα были 
ниже по  сравнению с  интактной сокультурой. 
В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии препара-
та «Авастин» и TNFα интенсивность экспрессии 
VEGFR1 ЭК была ниже по сравнению с сокуль-
турой в присутствии только TNFα или в присут-
ствии только препарата «Авастин» (рис. 9).

В сокультуре ЭК и THP-1 в присутствии TNFα 
количество VEGFR3+ ЭК и  интенсивность экс-
прессии ими VEGFR3 ЭК были выше по  срав-
нению с монокультурой интактных или активи-
рованных TNFα ЭК. В  сокультуре ЭК и  THP-1 
в присутствии препарата «Авастин» и TNFα ин-
тенсивность экспрессии VEGFR3 ЭК была выше 
по сравнению с интактной или активированной 
теми же индукторами монокультурой ЭК (рис. 9). 

Обсуждение
Ангиогенез регулируется множеством факто-

ров, зависит от функционального состояния ЭК 
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и клеток микроокружения. Макрофаги – актив-
ные участники ангиогенеза, они регулируют его 
благодаря секреции цитокинов и  контактным 
взаимодействиям с  ЭК [12, 22, 42]. Для  оценки 
вклада в  регуляцию ангиогенеза VEGF, а  так-
же изучения изменения экспрессии рецепторов 
для VEGF на ЭК мы культивировали клетки ли-
нии EA.Hy926 на  матриксе «Матригель» в  при-
сутствии цитокинов и  препарата «Авастин». 
Для  оценки вклада Мф в  регуляцию ангиогене-
за мы сокультивировали ЭК с  клетками линии 
THP-1 в  присутствии цитокинов и  препарата 
«Авастин». Препарат «Авастин», представляю-
щий собой моноклональные антитела, связыва-
ющие VEGF-A, ингибирует его взаимодействие 
с рецепторами на поверхности клеток [33, 58].

Нами установлено, что клетки линии THP-1 
способствовали увеличению длины сосудов, об-
разованных ЭК, но при этом снижали их коли-
чество, то есть стимулировали неразветвляющий 
ангиогенез. Ранее установлено, что некоторые 
компоненты внеклеточного матрикса, такие 
как коллаген I и IV типа, а также фибронектин, 
вызывают изменения фенотипа и  функций мо-
ноцитов, выделенных из  периферической кро-
ви, ассоциированные с  их дифференцировкой 
в Мф [21]. Таким образом, коллаген IV типа, вхо-
дящий в состав матрикса «Матригель», может спо-
собствовать проявлению у  клеток линии THP- 1 
свойств Мф. Ранее в  нашей лаборатории было 
показано, что клетки линии THP-1 при культи-
вировании на матриксе «Матригель» приобрета-
ют схожий фенотип с Мф [27]. Макрофаги явля-

Рисунок 9. Влияние TNFαα на экспрессию VEGFR1 и VEGFR3 эндотелиальными клетками в условиях их совместного 
культивирования с клетками линии THP-1
Примечание. А, Б – экспрессия VEGFR1. В, Г – экспрессия VEGFR3. DMEM F12 – культивирование в среде без HAT, 2,5% ЭТС, 
спонтанный уровень, n = 16; Avastin – культивирование в присутствии препарата «Авастин», n = 24; TNFαα – культивирование 
в присутствии TNFαα, n = 3; Avastin + TNFαα – культивирование в присутствии препарата «Авастин» и TNFαα, n = 3. Достоверность 
различий: * – p < 0,05; ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 (отличается от уровня при монокультивировании интактных ЭК); # – p < 0,05; 
## – p < 0,01; ### – p < 0,001.
Figure 9. Effect of TNFα on the expression of VEGFR1 and VEGFR3 by endothelial cells under conditions of their co-cultivation 
with THP-1 cells
Note. A, B, the expression of VEGFR1. B, D, the expression of VEGFR3. DMEM F12, cultivation in a medium without HAT, 2.5% FBS 
(spontaneous level), n = 16; Avastin, cultivation in the presence of the drug Avastin, n = 24; TNFα, cultivation in the presence of TNFα, n = 3; 
Avastin + TNFα, cultivation in the presence of the drug Avastin and TNFα, n = 3. The significance of differences between groups: *, p < 0.05; **, 
p < 0.01; ***, p < 0.001 (differs from the spontaneous level); #, p < 0.05; ##, p < 0.01; ###, p < 0.001.
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ются источниками IFNγ, TNFα, IL-1, IL-6, IL-8, 
IL-12, IL-10, TGF-β, VEGF-A, VEGF-C, bFGF, 
PDGF, MMPs [3, 43]. IL-8, bFGF, VEGF оказыва-
ют митогенное воздействие на ЭК, способствуют 
их выживаемости, стимулируют миграцию ЭК. 
Установлено, что IL-8 стимулирует продукцию 
MMP-2, обеспечивающей деградацию и ремоде-
лирование внеклеточного матрикса [1]. VEGF-A 
контролирует ангиогенез на всех стадиях, вклю-
чая стабилизацию сосудов. Подобным действи-
ем обладает Ang1, секретируемый моноцитами 
в  результате их совместного культивирования 
с ЭК [16, 25, 26, 44]. В связи с этим можно пред-
положить, что увеличение длины сосудов может 
быть вызвано продукцией этих цитокинов клет-
ками линии THP-1. С другой стороны, в исследо-
ваниях на  мышах показано взаимодействие Мф 
с филоподиями tip-клеток растущего сосуда и их 
участие в  образовании анастомозов сосудами, 
причем этот процесс не  зависит от  VEGF  [12]. 
Такой механизм взаимодействия ЭК и Мф может 
обеспечивать формирование более длинных со-
судов; тем не менее молекулярные причины ука-
занного явления остаются не  до конца изучен-
ными [18]. Мф участвуют в  создании градиента 
гепарин-связанного VEGF в  матриксе, обеспе-
чивая тем самым хемотаксис ЭК и направленный 
рост сосудов [12]. В нашей модели клетки линии 
THP-1, дифференцируясь в Мф, могут стимули-
ровать образование более длинных сосудов как за 
счет секреции цитокинов, так и за счет контакт-
ных взаимодействий с ЭК и направлять рост со-
судов, создавая градиент VEGF.

В  сокультуре ЭК с  клетками линии THP-1 
нами отмечено повышение экспрессии VEGFR1 
и  VEGFR3 ЭК. В  литературе описана колока-
лизация и  повышенная экспрессия VEGF-A 
и  VEGFR1, что может служить доказательством 
положительной регуляции VEGFR1, опосредо-
ванной этой изоформой VEGF [6, 47, 57]. В свя-
зи с  этим можно предположить, что отмечен-
ный нами эффект может быть вызван VEGF-A, 
секретируемым Мф и  являющимся лигандом 
для VEGFR1. Ранее отмечено, что на ЭК увели-
чивается экспрессия VEGFR3 при воздействии 
на них VEGF-A [8], что также согласуется с по-
лученными нами данными. Некоторые авторы 
утверждают, что сигналинг VEGFR1 необходим 
для  выживания ЭК, в  то время как  VEGFR2-
сигналинг обуславливает формирование сосудов 
ЭК [57]. Однако в нашем исследовании не было 
обнаружено экспрессии VEGFR2 на  ЭК, в  то 
время как сосуды формировались. Вероятно, су-
ществуют иные механизмы регуляции формиро-
вания сосудов либо сигнальные пути этих двух 

рецепторов имеют общие компоненты и пересе-
каются, компенсируя друг друга.

Отмеченное нами увеличение длины сосу-
дов в  монокультуре ЭК в  присутствии препара-
та «Авастин» можно объяснить компенсаторной 
продукцией ЭК таких проангиогенных факто-
ров, как bFGF [1, 9, 14]. При этом препарат «Ава-
стин», уменьшающий концентрацию свободного 
VEGF-A в культуральной среде, вызывал сниже-
ние экспрессии VEGFR3, что согласуется с дан-
ными о  способности VEGF-A повышать экс-
прессию этого рецептора [8]. Несмотря на то, что 
в литературе описана прямая корреляция между 
экспрессией VEGF-A и  VEGFR1, в  связи с  чем 
можно судить о  существовании аутокринной 
петли VEGF-A/VEGFR1, поддерживающей экс-
прессию VEGFR1 [47, 57], в настоящем исследо-
вании препарат «Авастин» не оказывал влияния 
на  экспрессию VEGFR1, что может говорить 
о  наличии других VEGF-A-независимых меха-
низмов его регуляции.

При совместном культивировании ЭК с клет-
ками линии THP-1 препарат «Авастин» отменял 
стимулирующий эффект клеток линии THP-1 
в  отношении длины сосудов, что может быть 
вызвано снижением концентрации VEGF-A, 
продуцируемого как  ЭК, так  и клетками линии 
THP-1  [3]. Тем не  менее препарат «Авастин» 
не отменял стимулирующего эффекта клеток ли-
нии THP-1 в  отношении экспрессии VEGFR1 
и  VEGFR3, что может свидетельствовать о  по-
вышенной продукции VEGF-A ЭК и  клетками 
линии THP-1 в условиях совместного культиви-
рования и  недостаточной концентрации препа-
рата для  полного связывания и  ингибирования 
продукции VEGF-A либо указывать на  наличие 
VEGF-A-независимых механизмов регуляции 
экспрессии VEGFR1 и VEGFR3.

В монокультуре ЭК IL-1β оказывал проангио-
генное действие на ЭК, увеличивая длину сосудов 
и повышая экспрессию ими VEGFR1, что согла-
суется с данными, описанными в литературе [53]. 
Действие IL-1β на  ангиогенез во  многом опре-
деляется его способностью повышать секрецию 
VEGF-A ЭК и  экспрессию рецепторов к  нему 
на  ЭК [5]. Этот эффект подтверждается данны-
ми, полученными в  настоящем исследовании, 
поскольку при добавлении препарата «Авастин» 
в монокультуру ЭК отмечено снижение стимули-
рующего эффекта IL-1β в отношении длины со-
судов. При этом препарат «Авастин» не изменял 
экспрессию VEGFR1 на ЭК в присутствии IL-1β, 
что подтверждает прямое действие IL-1β на экс-
прессию VEGFR1. 



243

Депривация VEGF при ангиогенезе
VEGF deprivation during angiogenesis2020, Vol. 22,  2

2020, Т. 22, № 2

Однако в условиях сокультуры ЭК с клетками 
линии THP-1 IL-1β снижал стимулирующее вли-
яние THP-1 на  длину сосудов и  отменял инги-
бирующий эффект THP-1 на их количество. Ак-
тивация Мф IL-1β способствует приобретению 
макрофагами M2b-фенотипа; данная субпопуля-
ция альтернативно активированных Мф характе-
ризуется продукцией IL-10 и TNFα [2, 29, 41, 50]. 
IL-10 является антиангиогенным цитокином, ко-
торый оказывает ингибирующее действие на ан-
гиогенез за  счет негативной регуляции синтеза 
проангиогенных цитокинов макрофагами, таких 
как IL-1β, IL-6, а также MMP-9 и оксида азота [7, 
15, 19, 32]. Таким образом, IL-1β в сокультуре мо-
жет снижать длину сосудов за  счет стимуляции 
продукции антиангиогенных факторов макрофа-
гами. Продукция IL-1β макрофагами также на-
ходится под влиянием отрицательной обратной 
связи. Этим можно объяснить противоположный 
эффект IL-1β в монокультуре ЭК и в сокультуре 
ЭК с  клетками линии THP-1. При этом препа-
рат «Авастин» в сокультуре ЭК с клетками линии 
THP-1 в присутствии IL-1β еще больше снижал 
длину сосудов, образованных ЭК, что можно 
объяснить снижением концентрации VEGF-A 
в культуральной среде. 

При совместном культивировании ЭК с клет-
ками линии THP-1 IL-1β повышал экспрессию 
ЭК VEGFR1, усиливая при этом влияние кле-
ток линии THP-1 на экспрессию этого рецепто-
ра. Вероятно, в данных условиях IL-1β сохраня-
ет способность повышать экспрессию VEGFR1 
на  ЭК, обладая однонаправленным эффектом 
с Мф. Данный эффект IL-1β можно также объяс-
нить его способностью повышать продукцию ЭК 
VEGF-A [5]. При этом IL-1β не влиял на экспрес-
сию VEGFR3 на  ЭК в  сокультуре. Добавление 
препарата «Авастин» в  сокультуру ЭК и  THP- 1 
не  отменяло стимулирующего эффекта IL-1β 
в отношении экспрессии VEGFR1 ЭК, что может 
свидетельствовать о VEGF-A-независимом меха-
низме регуляции экспрессии ЭК этого рецепто-
ра в  условиях совместного культивирования ЭК 
и  THP-1 в  присутствии IL-1β. Таким образом, 
IL-1β оказывает стимулирующий эффект на экс-
прессию VEGFR1. Этот эффект IL-1β не зависит 
от VEGF-A и, по-видимому, обусловлен прямым 
действием данного IL-1β, не опосредованным се-
крецией VEGF-A.

IL-6 увеличивал длину сосудов в монокульту-
ре ЭК, не изменяя при этом их количество. Полу-
ченные результаты согласуются с данными, опи-
санными в  литературе, согласно которым IL-6 
является проангиогенным фактором, стимули-
рующим миграцию и пролиферацию ЭК, а также 

регулирует секрецию ЭК bFGF, PDGF, VEGF [11, 
19, 30]. В настоящем исследовании IL-6 снижал 
экспрессию VEGFR1 и  VEGFR3 ЭК, в  то вре-
мя как  данные литературы касательно влияния 
IL-6 на экспрессию VEGFR1 ЭК противоречивы: 
отмечено как  увеличение его экспрессии [35], 
так  и отсутствие влияния IL-6 на  уровень экс-
прессии ЭК VEGFR1 [57]. При этом действие 
IL-6 не  было опосредовано VEGF-A, поскольку 
добавление препарата «Авастин» в монокультуру 
ЭК не влияло на эффект, вызванный IL-6, как в 
отношении длины сосудов, так  и в  отношении 
экспрессии ЭК VEGFR1 и VEGFR3. 

IL-6 полностью ингибировал вызванный 
THP-1 стимулирующий эффект в  отношении 
длины сосудов, не  влияя при этом на  уровень 
экспрессии ЭК VEGFR1 и VEGFR3. Ранее уста-
новлено, что альтернативно активированные 
макрофаги в  ответ на  стимуляцию IL-6 проду-
цируют IL-10, обладающий антиангиогенным 
эффектом  [23]. Таким образом, IL-6 в  условиях 
сокультуры ЭК и  THP-1 обладает сходным эф-
фектом с IL-1β на ангиогенез, вероятно, за счет 
стимуляции продукции антиангиогенных цито-
кинов макрофагами; одним из таких цитокинов 
может являться IL-10. 

Препарат «Авастин» отменял ингибирую-
щий эффект IL-6 на длину сосудов в сокультуре 
ЭК и THP-1. Возможно, данный эффект связан 
с  компенсаторной продукцией проангиогенных 
факторов в  условиях сниженной концентрации 
VEGF-A ЭК и клетками линии THP-1. В качестве 
таких факторов могут выступать сам VEGF-A, се-
кретируемый в  повышенном количестве, PDGF 
или  bFGF, продукция которых поддерживается 
IL-6 [11, 17, 30]. Также при одновременном добав-
лении в  систему совместного культивирования 
ЭК и клеток линии THP-1 IL-6 и препарата «Ава-
стин» снижался уровень экспрессии VEGFR1 
на ЭК; данный эффект был отмечен только в со-
культуре ЭК и THP-1. При использовании каж-
дого из этих индукторов по отдельности в сокуль-
туре ЭК и THP-1 такой эффект не был отмечен. 
Таким образом, IL-6 и препарат «Авастин» лишь 
в комплексе способны ингибировать повышение 
экспрессии VEGFR1, вызванное клетками линии 
THP-1.

В монокультуре ЭК в присутствии TNFα дли-
на сосудов увеличивалась, но их количество сни-
жалось; это может быть связано со способностью 
TNFα вызывать продукцию проангиогенных 
факторов  – IL-8, PDGF, VEGF, bFGF [1]. Сни-
жение количества сосудов вероятно обусловлено 
продукцией Ang-1, участвующего в стабилизации 
новообразованных сосудов и  обеспечивающего 
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неразветвляющий ангиогенез. Ранее установле-
но, что TNFα способен стимулировать продук-
цию Ang-1 через NF-kB-сигнальный путь  [45]. 
Параллельно нами установлено, что TNFα сни-
жал экспрессию VEGFR1 на ЭК в монокультуре 
ЭК, что согласуется с  данными, описанными 
в литературе [37, 56]. В литературе сходный эф-
фект TNFα отмечен в  отношении экспрессии 
VEGFR2 и VEGFR3 [56]. В настоящем исследова-
нии отмечено снижение экспрессии VEGFR3 ЭК 
в присутствии TNFα. Однако в присутствии пре-
парата «Авастин» TNFα ингибировал экспрессию 
VEGFR3. В  связи с  этим можно предположить, 
что необходимым условием для  снижения экс-
прессии VEGFR3 является недостаток свободно-
го VEGF-A. Стоит отметить, что TNFα усиливает 
продукцию VEGF, в  связи с  чем ЭК, возможно, 
способны продуцировать секреторный вариант 
рецептора  – sVEGFR1  – для  удаления избытка 
VEGF, что может объяснить снижение уровня 
экспрессии VEGFR1 на поверхности ЭК. 

Препарат «Авастин» не изменял эффект TNFα 
в отношении длины сосудов в монокультуре ЭК. 
Вероятно, увеличение длины сосудов в монокуль-
туре ЭК в присутствии TNFα может быть связано 
со стимуляцией секреции ЭК, кроме VEGF, дру-
гих проангиогенных факторов, таких как  IL- 8, 
PDGF, bFGF, Ang-1 [45]. В  литературе описа-
но противоположное действие VEGF и  Ang-1: 
VEGF увеличивает проницаемость сосудов, уча-
ствуя в разборке межклеточных контактов, и де-
стабилизирует сосуды, в то время как Ang-1 обе-
спечивает их стабильность [34]. Таким образом, 
VEGF способствует формированию высокораз-
ветвленной сети сосудов, а Ang-1 вызывает фор-
мирование более длинных сосудов с  невысокой 
степенью ветвления [4]. По-видимому, эффект 
TNFα в  монокультуре ЭК связан с  Ang-1. При 
этом препарат «Авастин» отменял ингибирующее 
действие TNFα в отношении количества сосудов, 
что может свидетельствовать о роли VEGF, секре-
цию которого также стимулирует TNFα, в  обе-
спечении разветвляющего ангиогенеза.

В  сокультуре ЭК и  THP-1 TNFα снижал 
стимулирующий эффект THP-1 на  длину со-
судов. Возможно, в  сокультуре TNFα снижа-
ет продукцию VEGF-A, а  также стимулирует 
продукцию антиангиогенного TGF-β клетками 
линии THP- 1  [48, 52]. При этом в  сокультуре 

ЭК и  THP- 1 TNFα не  изменял экспрессию ЭК 
VEGFR1 и VEGFR3. Препарат «Авастин» не от-
менял эффект TNFα в  сокультуре ЭК и  THP-1 
в  отношении длины сосудов, что может быть 
также связано со стимуляцией продукции TGF-β 
клетками линии THP-1 и не зависит от VEGF-A. 
При одновременном добавлении в  сокультуру 
ЭК и THP-1 TNFα и препарата «Авастин» снижа-
лась экспрессия VEGFR1, чего, однако, не было 
отмечено при культивировании с каждым из ин-
дукторов по  отдельности. Таким образом, в  ус-
ловиях совместного культивирования ЭК и кле-
ток линии THP-1 IL-6 и TNFα сходным образом 
влияют на экспрессию VEGFR1, снижая ее лишь 
в  условиях сниженной концентрации VEGF-A, 
вызванной добавлением препарата «Авастин».

Таким образом, использование препарата 
«Авастин» помогло установить, что при удалении 
VEGF-A из  среды ЭК проявляют пластичность 
и  изменяют свое поведение, вероятно, за  счет 
продукции других цитокинов. Клетки линии 
THP-1 играют роль регулятора активности ЭК 
за счет секреции цитокинов, в том числе VEGF, 
а также благодаря контактным взаимодействиям 
с ЭК. Клетки линии THP-1 способны повышать 
чувствительность ЭК к  VEGF за  счет стимуля-
ции экспрессии рецепторов для VEGF (VEGFR1 
и  VEGFR3), однако данный эффект является 
VEGF-A-независимым. Цитокины IL-1β, IL-6, 
TNFα самостоятельно стимулируют неразвет-
вляющий ангиогенез, увеличивая длину сосу-
дов. Параллельно IL-1β увеличивает экспрессию 
VEGFR1 на поверхности ЭК, а IL-6 и TNFα, нао-
борот, снижают ее, тем самым регулируя чувстви-
тельность ЭК к  VEGF. При этом эффекты дан-
ных цитокинов не зависят от VEGF-A. Действие 
клеток линии THP-1 на ангиогенез также может 
быть различным в  зависимости от  цитокиново-
го окружения. В  частности, IL-1β, IL-6, TNFα 
способствуют приобретению клетками линии 
THP-1 антиангиогенных свойств, что, вероятно, 
не зависит от VEGF-A, а также от экспрессии его 
рецепторов эндотелиальными клетками. Таким 
образом, VEGF является важным, но не  един-
ственным фактором, контролирующим ангиоге-
нез. В условиях недостатка VEGF либо сами ЭК, 
либо клетки микроокружения способны компен-
сировать его функциональную нагрузку за  счет 
продукции других ростовых факторов.
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МИКРОВЕЗИКУЛЫ ЕСТЕСТВЕННЫХ КИЛЛЕРОВ 
ЛИНИИ NK-92 ВЛИЯЮТ НА ФЕНОТИП И ФУНКЦИИ 
ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК ЛИНИИ EA.Hy926
Маркова К.Л.1, Михайлова В.А.1, 3, Кореневский А.В.1, 
Милютина Ю.П.1, Родыгина В.В.1, Александрова Е.П.1, Марков А.С.1, 
Балабас О.А.2, Сельков С.А.1, 3, Соколов Д.И.1, 3

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия 
2 ФГБОУ ВО «Cанкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Микровезикулы (МВ) – субклеточные структуры размером от 100 до 1000 нм, продуцируе
мые клетками в состоянии покоя и активации. МВ могут передавать молекулы клеткам-мишеням, 
регулировать физиологические процессы, участвовать в патологиях. Микровезикулы лейкоцитар-
ного происхождения, в частности МВ NK-клеток, остаются наименее изученной популяцией МВ. 
NK-клетки способны изменять функциональную активность эндотелиальных клеток (ЭК), участву-
ют в регуляции ангиогенеза. Недостаточно изучена способность МВ NK-клеток влиять на функцио-
нальное состояние ЭК. Целью настоящего исследования явилось изучение влияния МВ, образуемых 
естественными киллерами линии NK-92, на фенотип, активность каспаз, пролиферацию и мигра-
цию ЭК линии EA.Hy926. ЭК культивировали в присутствии МВ клеток линии NK-92. При помощи 
проточной цитофлуориметрии оценивали изменение фенотипа ЭК, передачу внутриклеточного бел-
ка из МВ в ЭК, относительную гибель ЭК. При помощи Western blot analysis оценивали экспрессию 
гранзима B в NK-клетках и их МВ, появление гранзима B в ЭК, экспрессию каспаз, Erk, AKT в ЭК. 
Также оценивали пролиферацию и миграцию ЭК в присутствии МВ клеток линии NK-92. Установ-
лено значимое различие протеомных профилей клеток линии NK-92 и образуемых ими МВ. Контакт 
ЭК с МВ клеток линии NK-92 сопровождается развитием следующих событий: 1) экспрессией в ЭК 
гранзима В; 2) активацией каспазы-9, каспазы-3 и частичной гибелью ЭК; 3) появлением на ЭК пан-
лейкоцитарного маркера CD45; 4) снижением экспрессии CD105 и повышением экспрессии CD34 и 
CD54; 5) ингибированием миграции ЭК. Передача эндотелиальным клеткам Erk, но не AKT, в составе 
МВ клеток линии NK-92 в концентрации в 10 раз ниже концентрации, вызывающей гибель ЭК, спо-
собствует повышению пролиферации ЭК.

Ключевые слова: NK-клетки, эндотелий, микровезикулы, гранзим B, каспазы, пролиферация, миграция
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MICROVESICLES PRODUCED BY NATURAL KILLER CELLS 
OF THE NK-92 CELL LINE AFFECT THE PHENOTYPE AND 
FUNCTIONS OF ENDOTHELIAL CELLS OF THE EA.Hy926 CELL 
LINE
Markova K.L.a, Mikhailova V.A.a, c, Korenevsky A.V.a, Milyutina Yu.P.a, 
Rodygina V.V.a, Aleksandrova E.P.a, Markov A.S.a, Balabas O.A.b, 
Selkov S.A.a, c, Sokolov D.I.a, c

a D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation  
b St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation 
c First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Microvesicles (MVs) are small (100-1000 nm) subcellular structures produced by both motionless 
and activated cells that can transfer molecules to target cells, and regulate physiological and pathological 
processes. MVs of leukocyte origin, in particular those produced by natural killer cells (NK cells), remain the 
least studied population of MVs. NK cells can change the functional activity of endothelial cells (ECs) and are 
involved in regulating angiogenesis. The ability of NK cell-derived MVs to influence the functionality of ECs 
is understudied currently. We aimed to study the effect of MVs produced by NK cells of the NK-92 cell line on 
the phenotype, caspase activity, proliferation and migration of ECs of the EA.Hy926 cell line. We cultured ECs 
in the presence of MVs derived from the NK-92 cell line, and then used flow cytometry to assess changes in EC 
phenotype, intracellular protein transfer from MVs to ECs, and the relative death of ECs. We used western blot 
analysis to evaluate the expression of granzyme B in NK cells and in the MVs that they produced, as well as the 
expression of granzyme B, caspases, extracellular-regulated kinase (ERK) and protein kinase B (AKT) in ECs. 
We also assessed the proliferation and migration of ECs in the presence of MVs derived from cells of the NK-92 
cell line. The results revealed significant differences in the proteomic profiles of cells of the NK-92 cell line and 
their MV product. Contact between ECs and MVs derived from cells of the NK-92 cell line is accompanied by 
the following events: a) expression of granzyme B in ECs, b) activation of caspase-9 and caspase-3, with partial 
EC death, c) appearance of the panleukocyte marker CD45 on ECs, d) decrease in CD105 expression, and 
increase in CD34 and CD54 expression, and e) inhibition of EC migration. Transfer of ERK (but not AKT) 
from MVs derived from cells of the NK-92 cell line to ECs, at a concentration 10 times lower than that which 
causes EC death, leads to an increase in EC proliferation.

Keywords: natural killer cells, endothelium, microvesicles, granzyme B, caspases, proliferation, migration
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Introduction 
Natural killer cells (NK cells) are CD3 negative 

lymphocytes that constitute 10-15% of all circulating 
lymphocytes in human blood [12, 49]. The major 
function of NK cells is to protect against pathogens 
in infected and transformed cells. This function is 
implemented by exocytosis of lytic granules, ligand-
mediated interaction with death receptors on target 
cells, and peptide and cytokine secretion. The first 
two mechanisms of target cell cytolysis act directly to 
cause cell apoptosis [51]. Exocytosis of lytic granules 
on contact with a target cell is the most common 
mechanism for cytolysis induced by NK cells. 
NK cell granules contain amines, proteoglycans, 
catecholamines, enzymes and hormones. The 
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main components are perforin, granzymes and 
granulysin  [51, 58]. The second most important 
cytolytic process is the start of target cell apoptosis 
by the receptor mechanism. This is mediated through 
the interaction between molecules of the Tumor 
necrosis factor-α (TNFα) family (FasL (CD95L) and 
TRAIL) that are expressed on the NK cell surface 
and death receptors on target cells, being Fаs (CD95) 
and TRАIL-R1/TRАIL-R2, respectively  [51]. The 
third mechanism for cytolysis is associated with 
production of TNFα, interferon gamma (IFNγ) 
dependent differentiation of Th1 lymphocytes, 
and stimulation of the cellular immune response 
accompanied by potent antibacterial, antiviral and 
proliferation inhibiting effects [55]. NK cells also 
carry the Fc receptor (CD16) on their surface, which 
enables them to perform antibody-dependent cellular 
cytotoxicity [55].

In addition to innate immunity reactions, NK cells 
participate in various physiological and pathological 
processes due to production of a wide range of 
cytokines. In previous work, we showed that NK cells 
are involved in all processes of the uteroplacental 
bed in pregnancy, including blastocyst implantation 
into the endometrium, regulation of trophoblast 
invasion, remodeling of uterine arteries and decidua 
vessels, and formation of placenta vasculature [10, 
19, 48]. Human NK cells in the uteroplacental bed 
are sources of various cytokines and other proteins 
including IL- 15, IFNγ, VЕGF-А, VЕGF-С, IL- 8, 
TGF-β, PlGF, Аng1, Аng2 [33], uPА, uPАR, 
MMP [56], MIP1a, GM-СSF, and СSF1 [57]. These 
cytokines can affect ECs and their microenvironment 
by controlling angiogenesis. NK cells help prepare 
uterine spiral arteries for remodeling [39], which 
causes Fas-dependent apoptosis of smooth muscle 
cells and ECs [4, 63, 69, 77]. Conflicting findings on 
the role of NK cells in angiogenesis have been seen in 
various model experiments conducted in vitro. There is 
evidence that they stimulate vessel EC migration and 
formation [25, 29], and that they inhibit angiogenesis 
processes [16, 21]. It has been established that IL- 15 
increases production of VEGF and PlGF by NK 
cells [26, 40]. In contrast, NK cells activated by IL-12 
inhibit vascular growth through production of IFNγ, 
IP-10, perforin and granzyme [81]. Thus, depending 
on the model or characteristics of NK cells derived 
from different sources, researchers have obtained 
conflicting data on the effect of NK cells on ECs.

The regulatory and cytotoxic functions of NK cells 
can be performed not only by cytokines or contact 
interactions but also by the MVs that they produce. 
MVs are subcellular structures that range in size from 
100 to 1000 nm and are found in almost all human 
biological fluids [13, 65, 71]. MVs can transfer 
molecules to target cells, and regulate inflammation, 
coagulation, antigen presentation, and apoptosis, 

as well as participate in the pathogenesis of diseases 
and inflammatory processes [2, 8, 15, 24, 54]. MVs 
of leukocyte origin are the least studied population 
of MVs. This may be because they constitute only a 
minor fraction of the MVs in the bloodstream under 
normal physiological conditions [13]. In pathological 
processes, the level of leukocyte-derived MVs in blood 
increases dramatically, so that they are considered to 
be markers for development of various diseases [7, 
65]. The phenotype, composition and functions of 
MVs produced by NK cells are inadequately defined. 
It has been established that NK cell exosomes possess 
cytotoxic properties [47]. NK cell-derived MVs 
probably have similar properties. We have shown 
previously that MVs isolated from peripheral blood 
expressed the NK cell markers, CD45, CD16 and 
CD56. We showed that the level of MVs produced by 
NK cells was lower in the peripheral blood of women 
with preeclampsia compared with healthy pregnant 
controls [54]. A study of MVs derived from cell line 
cultures used flow cytometry to show that NK cells of 
the NK-92 cell line formed MVs ranging in size from 
200 to 1000 nm. Some of these MVs expressed CD95. 
Expression intensity increased with preliminary 
culturing of NK cells with TNFα [53]. The role 
of MVs, including those produced by NK cells, in 
angiogenesis, inflammation and the immune response 
remains understudied. 

In this research, we studied the effect of MVs 
produced by NK cells of the NK-92 cell line on 
the phenotype, caspase activity, proliferation and 
migration of ECs of the EA.Hy926 cell line.

Materials and methods
Cell cultures
ECs of the Ea.Hy926 cell line (American Type 

Culture Collection (ATCC), USA) were used as they 
reproduce the main morphological, phenotypic and 
functional characteristics of the endothelium [18, 
62, 74]. ECs were cultured in DMEM/F12 medium 
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf 
serum (FCS) (Sigma-Aldrich Chem. Co., USA) 
that was free of MVs, and 100 μg/mL streptomycin, 
100 U/ mL penicillin, 2 mM L-glutamine and HAT 
(Sigma-Aldrich Chem. Co., USA). The cell monolayer 
intended for  subcultivation  was disintegrated using 
Versene solution (BioloT, Russia). Cells of the NK-92 
cell line (ATCC, USA) that reproduce the phenotypic 
and functional characteristics of activated NK cells 
were used as the source of MVs [23, 34]. Cells were 
cultured in complete minimum Eagle’s medium 
(α-MEM) (Biolot, Russia) that was free of MVs 
and contained 12.5% heat-inactivated FCS, 12.5% 
inactivated donor horse serum, 0.2 mM myoinositol, 
0.02 mM folic acid, 2 mM L-glutamine, 100 μg/ ml 
streptomycin, 100 U/mL penicillin, 10 mM HEPES 
buffer solution, 0.1 mM 2-mercaptoethanol (Sigma-
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Aldrich Chem. Co., USA), and 500 U/ml recombinant 
IL-2 (Roncoleukinum, Biotech LLC, Russia). Cell 
viability was assessed using Trypan blue solution and 
was at least 94%. Cells were cultured in an incubator 
in a humid environment at 37 °C under 5% CO2. All 
experiments involving cell culturing were performed 
under the same incubation conditions.

Isolation of NK cell MVs
Cells of the NK-92 cell line were cultured in 

75  cm2 flasks (BD, USA) in complete α-MEM 
(changed once on the day prior to MV separation). 
The volume was adjusted to 40 mL with a cell 
concentration of 4  ×  105 per ml. Unstimulated cells 
of the NK-92 cell line served as controls. Cell viability 
was assessed the day after culture initiation. As there 
is no single standard for isolation and characterization 
of MVs, various methodological approaches are used 
that allow MV fractions to be obtained that differ in 
purity and enrichment level [41, 80]. We used the 
modified differential centrifugation method, using 
Hanks’ solution without Ca2+ and Mg2+ (Sigma-
Aldrich Chem. Co., USA), to isolate MVs from 
cells of the NK-92 cell line [67, 71]. The obtained 
supernatants were centrifuged consecutively at 200 g 
(room temperature, 10 minutes) and at 9900 g (4 °C, 
10 minutes). After the second centrifugation, the 
sediment was discarded and the supernatant was 
centrifuged several times at 19800 g (4 °C, 20 minutes), 
sedimenting and concentrating the MVs each time. 
This procedure allows MVs of 100-1000 nm diameter 
to be isolated with sufficient purity and minimal loss 
of biomaterial; the MVs are successively separated 
from coarse particles of cellular debris and apoptotic 
bodies, as well as from exosomes [17, 36].

Laser correlation analysis
To control the size of the isolated MVs, 

granulometric analysis was carried out using the 
dynamic light scattering method and the Zetаsizer 
NanoZS laser correlation spectrometer (Malvern 
Instruments, UK). The particles ranged from 0.3 nm 
to 10 μm. MV diameter was calculated using Zetasizer 
7.11 software (Malvern Instruments, UK). The size 
of the MVs produced by NK cells of the NK-92 cell 
line ranged from 210-490 nm, and the peak of the MV 
quantity distribution was 315 nm. These data complied 
with our previous work [35] and that of other research 
groups that ascertained the size of MVs produced by 
various cells [20, 71, 75]. The reproducibility of the 
MV granulometric analysis results obtained in our 
laboratory at different times has led us to recommend 
laser correlation analysis as a standard for assessing 
the isolation purity of these extracellular objects.

Evaluation of the protein profiles of cells of the  
NK-92 cell line and their MV products

The sediment containing MVs  obtained above 
was resuspended in deionised MilliQ water with 
addition of a protease inhibitor mixture (cOmplete, 

EDTA-free; Roche Diagnostics GmbH, Germany) 
at the concentration specified by the manufacturer, 
and then stored at -80  °C until assay. The cell and 
MV membranes were disrupted with five freeze-
thaw cycles and mechanical disruption in a glass 
homogenizer, and the obtained lysates were then 
centrifuged at 16  000  g (4  °C, 10 minutes). The 
sediment was discarded, and the proteins in the 
obtained supernatants were sedimented with a triple 
volume of icy acetone (OSTsch; Himmed, Russia), 
incubated at -20 °С for 30 minutes and centrifuged at 
16 000 g (4 °C, 10 minutes). The obtained supernatants 
were discarded, and the sediment dried at room 
temperature. Next, the dry residue was dissolved 
in a minimal amount of 0.1 M sodium bicarbonate 
(Sigma-Aldrich Chem. Co., USA). The total protein 
content was determined and concentrations of the 
obtained protein solutions were aligned by adding 
the required volume of 0.1 M sodium bicarbonate, 
focusing on the lowest value of the measured protein. 
Purified proteins in the obtained solutions were 
separated by molecular weight using electrophoresis 
on microchips under non-denaturing conditions 
and commercial High Sensitivity Protein Chip kits 
(Agilent Technologies, USA) with an Agilent 2100 
bioanalyzer (Agilent Technologies, USA) as per the 
manufacturer’s instructions. The intensity of the 
bands obtained by electrophoresis was assessed using 
Agilent 2100 Expert software (Agilent Technologies, 
USA). All experiments were repeated six times 
independently.

Analysis of total protein content
The protein content of the cell and MV lysates 

was determined by the Bradford method [6] using 
a NanoDrop One spectrophotometer (Thermo 
Scientific, USA). After culturing for 24 h (as described 
above), the total protein content in NK cells of the 
NK-92 cell line and in their MVs was 60.2±6.1 μg/106 
cells and 2.5±0.3 μg/106 source cells, respectively. 
The obtained data allowed us to calculate the protein 
load of the microchips and to align it between the cells 
and their MVs.

Isoelectric focusing of proteins in the liquid phase 
was used to separate proteins from the cells and 
from the MVs derived from these cells. The analysis 
was performed on OFFGEL High Resolution IPG 
strips (24 cm) with an immobilised pH gradient 
of 3-10 in a 3100 OFFGEL Fractionator under 
denaturing conditions. This was conducted as per the 
manufacturer’s protocol (Agilent Technologies, USA) 
in the active rehydration and subsequent separation 
mode at a voltage of 200-3400 V (20  °C, 24 hours). 
Loading of test strips with lysates of the cells and their 
MVs was performed so that the protein content on 
all of the strips was equal and sufficient for obtaining 
valid results (4.5-5.0 mg). With isoelectric protein 
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separation, 24 fractions were obtained each from 
cell lysate and from MV lysate. The pH step between 
fractions was ∼0.3.

MALDI mass spectrometry analysis of tryptic 
peptide mixtures

After isoelectric focusing, protein fractions were 
mixed with icy acetone (3:1, v/v) and incubated 
at -20  °C for 30 minutes. Sedimented proteins 
were centrifuged at 15  000  g (4  °C, 10 minutes). 
The supernatant was discarded, and the sediment 
was washed with a cooled acetone:water mixture 
(4:1, v/v), centrifuged again and dried at room 
temperature. Modified bovine trypsin solution 10 μL 
(20 ng/mL, Promega, USA) was added to the samples 
and incubated on ice for 1 hour and then at 37 °C for 
18 hours. Tryptic peptide mixtures in the resultant 
solutions were air dried at 4  °C, then dissolved in 
50 μL of an acetonitrile solution (50%) containing 
trifluoroacetic acid (0.1%, Sigma-Aldrich Chem. 
Co., USA) and stirred until complete dissolution. 
The solutions were next applied to metal plates for 
MALDI analysis at a ratio of 2  ×  0.5 μL of matrix 
solution and 5  ×  0.5 μL of protein sample solution. 
A 2,5-dihydroxybenzoic acid (10 mg/mL) in sodium 
chloride solution (10 mM, Sigma-Aldrich Chem. 
Co., USA) was used as the matrix. The resultant 
mixtures were air dried. Mass spectra of the tryptic 
peptides were obtained using the Axima Resonance 
MALDI mass spectrometer (Shimadzu/Kratos 
Analytical Ltd., UK). Measurements were carried out 
under positive ion shooting. Spectra were obtained in 
the 200-3000 m/z (mass-to-charge ratio) mass range 
by choosing the laser power optimal for resolution. 
Protein identification was undertaken relative to the 
SwissProt databases using taxonomic constraints for 
the Homosapien species and Mascot software (www.
matrixscience.com), and the peptide fingerprinting 
method. A parallel search was performed using a 
database of inverted and random (decoy) amino 
acid sequences. After peptide identification, the 
correspondence between an identified protein and its 
actual position on a strip was checked.

Evaluation of the effect of MVs derived from cells 
of the NK-92 cell line on the migration of ECs of the 
EA.Hy92 and Ea.Hy926 cell lines

The day before the experiment, ECs were added to 
wells of a 96-well flat bottom plate (3.5 × 104 cells per 
well in 0.1 mL of medium, 10% FCS) and cultured 
for 24 hours. The monolayer was then disrupted 
by partial cell scraping. For this purpose, we used a 
200 μL pipette tip to draw a vertical straight line in 
the middle of each well from edge to edge and then 
washed the line with warm Hanks’ solution. The 
width of the obtained line of the disrupted monolayer 
was photographed (Supplementary Figure 1, see 2nd 
page of cover). 

Next, the medium was replaced with dilutions of 
MVs derived from cells of the NK-92 cell line that 
were prepared using the EC medium i.e. 2.5% FCS. 
The cells were then cultured for 24 hours. ECs were 
incubated with 100 μL of crystal violet solution 
(0.2%, Sigma-Aldrich Chem. Co., USA) containing 
5% methanol for 10 minutes. After that, the plate was 
washed with distilled water and dried. Three fields of 
view were photographed in each well. Analysis of the 
obtained data was carried out using MarkMigration 
(Russia) software [50], which automatically considers 
the residual area of the disrupted monolayer line 
after migration. In each photograph, two parallel 
lines of the disrupted monolayer (mm2) were run and 
the number of cells that migrated to the zone of the 
disrupted monolayer line was specified. Change in 
cell migratory activity was assessed by evaluating the 
change in the number of cells that migrated during 
the experiment, compared with controls; it was 
also assessed by evaluating the change in area of the 
disrupted monolayer line after cell migration in a well, 
compared with controls. Experiments determining 
EC migratory activity in the presence of MVs were 
performed three times. Each MV concentration was 
analysed four times. Culture medium containing 2.5% 
FCS was used as the control, while that containing 
10% FCS was used as the positive control. The area 
of the initial line after monolayer scraping was a 
median (interquartile range) of 0.53 (0.48, 0.53) mm2. 
No cells in the zone of the disrupted monolayer were 
revealed. We noted an increase in the number (470.5 
(438.3, 522.3), p  <  0.001) of migrated ECs and a 
decrease in the area (0.21 (0.18, 0.24), p < 0.001) mm2 
of the disrupted monolayer line after cell migration in 
the presence of 2.5% FCS. An increase in the FCS 
concentration of the culture medium to 10% (positive 
control) caused an increase in the number of migrated 
ECs (521.3 (470.8, 592.3), p < 0.01) and a decrease 
in the residual area of the disrupted monolayer line 
after cell migration (0.16 (0.14, 0.22), p < 0.05) mm2. 
Thus, within the framework of the model used, cells 
of the EA.Hy926 cell line responded to a higher FCS 
concentration with increased migratory activity, which 
is consistent with results described previously [22, 66]. 
This allows evaluation of changes in cell migratory 
activity in the presence of MVs derived from cells of 
the NK-92 cell line. 

Evaluation of the fluorescent tag transfer from MVs 
derived from cells of the NK-92 cell line to ECs of the 
Ea.Hy926 cell line

The day before the experiment, ECs were 
added to a 96-well plate (3.5  ×  104 cells per well in 
100 μL of medium) and cultured for 24 hours. To 
stain intracellular protein, cells of the NK-92 cell 
line were treated with a 5(6)-carboxyfluorescein 
diacetate succinimidyl ether (CFSE) solution at 
concentrations of 5 and 50 μM (three repetitions for 
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each concentration) according to the manufacturer’s 
instructions (Sigma-Aldrich Chem. Co., USA) 
for use as positive controls. Some of the cells of the 
NK- 92 cell line were left unstimulated. Unstimulated 
stained cells of the NK-92 cell line were then cultured 
in 75  cm2 flasks (BD, USA) in 40 mL of complete 
α-MEM for 24 hours. The cell concentration was 
4 × 105 per mL. MVs were then isolated (as described 
above), added to ECs (20 μg of total protein in 100 μL 
of medium) and incubated for 24 hours. The ECs were 
washed three times with Versene solution and then 
removed from the plate surface. The ECs were then 
resuspended twice in Hanks’ solution without Ca2+ 
and Mg2+, and centrifuged at 200 g for 10 minutes to 
discard the supernatant. Fluorescent CFSE inclusions 
into ECs were evaluated using the FACS Canto II flow 
cytometer (Becton Dickinson, USA) (Supplementary 
Figure 5, р. 263). The experiments were repeated 
three times.

Evaluation of the effect of MVs derived from cells 
of the NK-92 cell line on the phenotype of ECs of the 
Ea.Hy926 cell line

The day before the experiment, ECs were added 
to wells of a 96-well flat bottom plate (3.5 × 104 cells 
per well in 100 μL of medium) and cultured for 24 
hours. Next, the medium was removed from the 
plate along with the EC monolayer. MVs derived 
from cells of the NK-92 cell line were then added at 
a concentration of 20 μg of total protein in 100 μL 
of medium (in three repetitions). Unstimulated ECs 
were used as controls. ECs incubated with phorbol-
12-myristate 13-acetate (10 ng/mL, Sigma-Aldrich 
Chem. Co., USA) were used as positive controls. One 
day later, ECs were washed three times with warm 
Hanks’ solution and removed from the plate with 
Versene solution. Hanks’ solution was again used to 
wash the Versene solution from the cells. To control 
survivability, the ECs were stained with 7-AAD dye 
(Biolegend, USA), and the cell death rate was assessed 
using the FACS Canto II flow cytometer by 7-AAD 
inclusion, as described   above [59, 79]. The pool of 
nonviable ECs after culturing with MVs from cells of 
the NK-92 cell line was a median (interquartile range) 
of 29.9% (26.3, 54.5). Viability experiments were 
repeated four times. After incubation with MVs, ECs 
were treated with monoclonal antibodies to CD31, 
CD119, CD54, CD34 (Becton Dickinson, USA), 
VEGFR1, VEGFR2 and CD105 (R&D Systems, 
USA), as well as with isotypic antibodies according 
to the manufacturer’s instructions. The fluorescence 
was analysed using the FACS Canto II flow cytometer 
(Supplementary Figure 2, 3, see 3rd page of cover). 
Analysis of the receptor expression by ECs was 
repeated four times.

Evaluation of the effect of MVs derived from cells of 
the NK-92 cell line on the proliferative activity of ECs 
of the EA.Hy92 cell line

The day before the experiment, ECs were added to 
wells of a 96-well flat bottom plate (2.5 × 103 cells per 

well in 0.1 mL of medium, 10% FCS) and cultured for 
24 hours. After that, the medium was replaced with 
dilutions of MVs derived from unstimulated cells of 
the NK-92 cell line that were prepared using the EC 
medium of 2.5% FCS. The cells were then cultured 
for 24 hours. Medium containing 2.5% FCS was used 
as the control, while medium containing 10% FCS 
was the positive control. ECs were next stained with 
0.2% crystal violet solution containing 5% methanol, 
which was added (100 μL) to each well and incubated 
for 10 minutes. After staining, wells were washed with 
distilled water four times. The plate was dried and 
the dye was extracted with 50% acetic acid solution. 
Optical density was calculated using a Labsystems 
Microplate Reader at a wavelength of 540 nm (cutoff 
620 nm), and converted to the cell number using a 
titration curve. Optical density results are presented 
as the cell number. Change in proliferation level was 
assessed by comparing the change in sample optical 
density and cell number with that of the ECs incubated 
in culture medium with added 2.5% FCS that was free 
of MVs. When culturing ECs in the presence of 10% 
FCS (positive control), stimulation of EC proliferative 
activity [11169.1 (10612.69, 11362.76) cells per well] 
was observed, compared with EC cultured with 2.5% 
FCS (38577.2 (16583.2, 39818.4) cells per well, 
p < 0.001). Experiments were carried out three times. 
MV concentrations were analysed four times. 

Evaluation of the effect of MVs derived from cells of 
the NK-92 cell line on caspase expression in ECs of the 
Ea.Hy926 cell line using the western blot method

The day before the experiment, ECs were added 
to wells of a 6-well plate (17.5 × 104 cells in 5 mL of 
medium) and cultured for 24 hours. The next day, 
MVs in the medium (200 μg/mL of total protein) were 
added to a portion of cells and cultured for 24 hours. 
The cells were then washed three times with Versene 
solution and removed from the plate surface before 
resuspending twice in Hanks’ solution without Ca2+ 
and Mg2+, and centrifuging at 200 g (10 minutes) to 
discard the supernatant. Caspase content and activity 
were assessed in the obtained cells via western blot 
analysis.

Western blot analysis
Cells of the NK-92 cell line, the sediment 

containing MVs derived from cells of the NK-92 cell 
line (obtained as described above), and unstimulated 
ECs or ECs treated with MVs derived from cells of 
the NK-92 cell line were washed three times with a 
cooled phosphate buffer (0.01 M PBS, pH 7.4) and 
lysed in RIPA buffer (50 mM, Tris-HCl, pH 8.1, 
Triton X-100 (1%), sodium dodecyl sulfate (0.1%), 
sodium deoxycholate (0.5%), EDTA (1 mM), sodium 
chloride (150 mM)) containing a protease inhibitor 
mixture (Roche, Switzerland) with intermittent 
shaking for 30 minutes. Cellular debris was removed by 
centrifugation at 16 000 g (4 °C, 10 minutes). Proteins 
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from the obtained supernatant were separated by 
their molecular weight through electrophoresis in 
10% polyacrylamide gel under denaturing Laemmli 
conditions using commercial Mini-Protean TGX™ 
Stain-Free Precast Gels (Bio-Rad Laboratories, 
USA) in a Mini-Protean Tetra System, which is 
a chamber for vertical electrophoresis (Bio-Rad 
Laboratories, USA). Proteins were separated in a 
TGS alkaline buffer solution containing 25 mM 
Tris, 192 mM glycine and 0.1% sodium dodecyl 
sulfate (Bio-Rad Laboratories, USA), at a voltage 
of 200 V. Gel separated proteins were transferred 
onto polyvinylidene fluoride membranes (Bio-Rad 
Laboratories, USA), which were then blocked with 
2% albumin (Sigma-Aldrich Chem. Co., USA) in a 
TBST buffer solution containing 50 mM Tris-HCl 
(Bio-Rad Laboratories, USA), 150 mM sodium 
chloride (analytical grade reagent; Vekton, Russia) 
and 0.1% Tween 20 (Bio-Rad Laboratories, USA). 
The proteins were then incubated with primary 
monoclonal antibodies to granzyme B (Purified anti-
Granzyme B, mouse Ab, 1:1000; Biolegend, USA), 
caspase-8 (Caspase-8 (1C12), mouse Ab, 1:1000; 
Cell Signaling, USA), caspase-3 (Caspase-3, rabbit 
Ab, 1:1000; Cell Signaling, USA), ERK1/2 (p44/42 
MAPK (ERK1/2), rabbit Ab, 1:1000; Cell Signaling, 
USA) or AKT (AKT (pan) (C67E7), rabbit Ab, 1:1000; 
Cell Signaling, USA) at 4°С for one night on a MR-
12 Rocker-Shaker (BioSan, Latvia). Glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (1:1000; Cell 
Signaling Technology, USA) was used as a load control 
for cell lysates. MVs were normalised to total protein 
content. After reaction with an appropriate secondary 
antibody (1:1000; Cell Signaling Technology, USA), 
signals were visualised on a ChemiDoc™ Touch Gel 
Imaging System (Bio-Rad Laboratories, USA) using 
enhanced chemiluminescence (ECL) with ECL 
reagents (GE Healthcare, Sweden). The intensity of 
bands obtained by immunoblotting was assessed using 
ImageLab software (Bio-Rad Laboratories, USA). 
Caspase activation in ECs of the EA.Hy926 cell line 
was assessed as per a method described previously. 
Caspase-3 activation was assessed as the ratio of its 
active fragment (p17) detected and obtained from 
cleavage to the endogenous level of caspase-3 inactive 
proenzyme (p35). Caspase-8 activation was assessed 
as the ratio of its active (p18) and intermediate (p43/
p41) fragments to procaspase-8 (p57). The results are 
presented in conditional units. All experiments were 
repeated independently three times.

Caspase-3 and caspase-9 activity were assessed 
using the synthetic peptides, Ac-DEVD-pNA and 
Ac-LEHD-pNA, respectively, as substrates. The 
reaction mixture consisted of reaction buffer (20 mM 
HEPES, 0.1% CHAPS, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, 
pH 7.4), 0.2 mM substrate and cell lysate. The total 
content of added protein was 60 μg. The increase in 

the pNA reaction product was assessed by colorimetric 
analysis at a wavelength of 405 nm for 150 minutes. 
Caspase activity was then assessed using the formula 
(ODt  – OD0)/(t*ε*c), where t is reaction time in 
minutes; OD0 is absorption measured before adding 
the substrate; ODt is absorption measured t minutes 
after adding the substrate; ε is the molar extinction of 
the product (εmMpNA = 10.5); c is the protein content 
in the sample (μg). Caspase activity was expressed in 
μmol pNA/min/mg of protein.

Statistical analysis was performed in Statistica 10 
software (www.statsoft.com) using the nonparametric 
Mann–Whitney U test. Data are presented as median 
(upper quartile, lower quartile). Results of western blot 
analysis and enzyme activity assessment are presented 
as mean  ± standard error of the mean (SEM) of at 
least three independent experiments. Experimental 
results were analysed using a t-test for independent 
samples. The value p < 0.05 was considered statistically 
significant.

Results 
Evaluation of the protein profiles of cells of the  

NK-92 cell line and their MVs
Protein extraction from lysates with 

microelectrophoresis revealed that 12 and 5 major 
(>  3% of the total intensity) protein groups were 
released in cells of the NK-92 cell line and in their 
MVs, respectively, during constitutive culturing. 
Proteins with molecular weights of 10.5-78.0 kDa 
were detected in cells of the NK-92 cell line, while the 
range was 59.9-141.7 kDa in MVs derived from these 
cells. The total content of minor (<  3% of the total 
intensity) components was 18.3% in cells and 6.0% in 
MVs (Table 1, Supplementary Figure 4, р. 263).

MALDI mass spectrometry analysis of tryptic 
peptide mixtures showed that cells of the NK-92 cell 
line and their MVs contained proteins from MAP 
kinase group. MEKKK 1 (MAPK/ERK kinase 
kinase kinase 1 encoded by the MAP4K1 (mitogen-
activated protein kinase kinase kinase kinase 1 
isoform 1) gene) was detected in cells (SwissProt entry 
Q92918, molecular weight 91.2 kDa, pI 8.65, 8 tryptic 
peptides overlapping 2% of amino acid sequence of 
protein). Mnk1 (encoded by the MKNK1 (MAP 
kinase-interacting serine/threonine-protein kinase  1 
isoform 1) gene) was detected in MVs (SwissProt 
entry Q9BUB5, molecular weight 51.3 kDa, pI 6.26, 
6 tryptic peptides overlapping 4% of amino acid 
sequence). 

Migratory activity of ECs of the EA.Hy926 cell line 
in the presence of MVs derived from unstimulated and 
activated NK cells of the NK-92 cell line

ECs cultured with MVs derived from cells of the 
NK-92 cell line (total protein content 20 μg/100 μL) 
had decreased migratory activity due to a lower 



256

Markova K.L. et al. 
Маркова К.Л. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

number of migrated ECs compared with ECs cultured 
without MVs (Figure 1A, B). Given these results, we 
selected MVs derived from cells of the NK-92 cell line 
with a total protein concentration of 20 μg per 100 μL 
of medium for further experiments.

Proliferative activity of ECs of the EA.Hy926 cell 
line in the presence of MVs produced by unstimulated 
and activated NK cells of the NK-92 cell line

Culturing EC with MVs derived from cells of the 
NK-92 cell line (total protein content 2 μg/100 μL) 
resulted in increased EC proliferative activity 
compared with ECs cultured in a medium without 
MVs. Culture of ECs in the presence of MVs with a 
total protein content of 10 and 20 μg/100 μL showed 
a dose-dependent decrease in EC proliferation 
compared with ECs cultured in a medium without 
MVs (Figure 1C). 

Effect of MVs derived from cells of the NK-92 cell 
line on the phenotype of ECs of the Ea.Hy926 cell line

After EC incubation with MVs derived from cells 
of the NK-92 cell line, the number of ECs expressing 
VEGR1, CD34, CD31 and CD119 receptors 
was reduced (Figure 2). However, the intensity of 
VEGFR1, CD31 and CD119 expression by cells of 
the EA.Hy926 cell line did not change in the presence 
of MVs derived from cells of the NK-92 cell line, 
compared with the expression shown by unstimulated 
ECs of the Ea.Hy926 cell line (Figure 2). The 
decrease in number of CD34+ ECs after incubation 
with MVs derived from cells of the NK-92 cell line 
was characterised by increased expression intensity 

of the receptor by ECs, compared with unstimulated 
ECs of the Ea.Hy926 cell line (Figure 2). While the 
number of CD105+ cells of the EA.Hy926 cell line 
did not change after incubation with MVs derived 
from cells of the NK-92 cell line, the intensity of 
CD105 expression by cells of the Ea.Hy926 cell line 
reduced (Figure 2). Despite the absence of differences 
in the number of CD54+ ECs, the intensity of CD54 
expression by ECs was greater after incubation 
with MVs derived from cells of the NK-92 cell line, 
compared with unstimulated ECs (Figure 2).

After incubation of ECs of the Ea.Hy926 cell line 
with MVs derived from cells of the NK-92 cell line, 
the presence of ECs of the Ea.Hy926 cell line with 
the CD45+ phenotype was revealed (Figure 3). The 
intensity of CD45 expression by ECs of the Ea.Hy926 
cell line was also increased after EC incubation with 
MVs derived from cells of the NK-92 cell line as 
compared with unstimulated ECs of the Ea.Hy926 
cell line (Figure 3).

Evaluation of the fluorescent tag transfer from MVs 
derived from cells of the NK-92 cell line to ECs of the 
Ea.Hy926 cell line

We established that ECs of the Ea.Hy926 cell line 
that were incubated with MVs derived from cells of the 
NK-92 cell line and pretreated with CFSE solution, 
dose-dependently included fluorescent CFSE 
(Supplementary Figure 5, р. 263).

Western blot analysis of granzyme B content 
showed that MVs derived from unstimulated cells of 
the NK-92 cell line contained granzyme B (Figure 4). 

TABLE 1. PROTEIN PROFILE (BY MOLECULAR WEIGHT) OF CELLS OF THE NK-92 CELL LINE AND THEIR MVs 
DETERMINED BY CONSTITUTIVE CULTURING (M±m, n = 6)

Cells of the NK-92 cell line, n = 6 MVs derived from cells of the NK-92 cell line, n = 4
No. Weight, kDa Pool, % No. Weight, kDa Pool, %

1 10.50±0.09 4.60±0.60 1 59.90±0.49 62.20±6.17

2 12.40±0.05 6.20±2.23 2 85.00±0.90 7.30±1.12

3 13.60±0.08 6.00±1.48 3 95.00±0.79 6.2±0.7

4 16.40±0.38 7.00±0.89 4 118.10±4.28 4.50±0.73

5 21.20±0.33 10.10±0.92 5 141.70±1.53 13.80±2.11

6 27.90±0.27 4.80±0.59 6 minor components
(from 0 to 250) 6.0 (total)

7 32.20±0.31 4.10±0.51

8 37.90±0.35 6.00±0.47

9 46.40±0.51 15.90±1.09

10 55.40±0.46 3.50±0.80

11 61.70±1.24 6.00±1.44

12 78.00±1.39 7.50±0.64

13 minor components
(from 0 to 250) 18.3 (total)
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Figure 1. Effect of MVs derived from cells of the NK-92 cell 
line on migratory activity and proliferation of ECs of the 
EA.Hy926 cell line
Note. (A) Number of cells that migrated to the disrupted monolayer 
zone. (B) Residual area after migration of cells to the disrupted 
monolayer zone. (C) Number of cells that proliferated. **, p < 0.01; 
***, p < 0.001 – difference compared with cells incubated without MVs 
(2.5% FCS); ##, p < 0.01; ###, p < 0.001 – difference compared with a 
lower concentration under the same conditions.

We established that granzyme B transferred from 
MVs to ECs after ECs of the EA.Hy926 cell line were 
incubated in the medium containing MVs derived 
from cells of the NK-92 cell line (Figure 4).

Evaluation of the effect of MVs derived from cells of 
the NK-92 cell line on caspase expression and activity 
in ECs of the Ea.Hy926 cell line

We observed a significant decrease in procaspase-8 
(p  <  0.001) and an increase in p43/41 fragment 
(p  <  0.001) after EC incubation with MVs derived 
from cells of the NK-92 cell line, compared with 
unstimulated ECs. The ratio of this fragment 
to procaspase-8 in EC lysates after culture with 
MVs derived from cells of the NK-92 cell line was 

6.86±3.41, which was significantly higher than with 
constitutively cultured ECs (0.06±0.04, p < 0.001). In 
parallel, we did not identify an increase in formation 
of the p18 fragment, which is the final subunit of 
caspase-8 cleavage and activation (Figure 5). Thus, 
caspase-8 activation up to the p43/41 fragment 
level occurs only in cells of the EA.Hy926 cell line 
after culture with MVs. No further activation of the 
p43/41 fragment up to the p18 fragment occurs. At 
the same time, caspase-3 activation, expressed as a 
ratio of active caspase-3 fragment to procaspase-3, 
was higher in the same ECs obtained after culture 
with MVs compared with unstimulated cells of the 
EA.Hy926 cell line (p  <  0.001). There was also a 
decrease in procaspase-3 (p < 0.01) and an increase 
in active caspase-3 (p < 0.05) in ECs treated with MVs 
compared with unstimulated ECs (Figure 6).

Using the spectrophotometric method and specific 
substrates, we revealed increased activity of caspase-3 
and caspase-9 enzymes in cells of the EA.Hy926 cell 
line obtained after culture with MVs derived from cells 
of the NK-92 cell line as compared with unstimulated 
ECs (Figure 7).

Western blot analysis of granzyme B content
MVs derived from cells of the NK-92 cell line 

contain MAP kinase of ERK1/2 protein. However, a 
phosphorylated form was not detected. AKT kinase 
was not detected in MVs derived from cells of the NK-
92 cell line (Supplementary Figure 6).

Discussion 
The protein profile of cells of the NK-92 cell line 

is represented by protein groups with fairly uniform 
percentage-weight compositions that do not allow 
isolation of any dominant groups. Protein groups with 
molecular weights of 21.2 kDa (10.1%) and 46.4 kDa 
(15.9%) can be distinguished as conditionally 
dominant (>  10% of the total intensity). Unlike 
source cells, MVs have a less representative set of 
protein groups by molecular weight. Further, light 
and medium weight fractions are not detected at all 
up to 59 kDa, which is the dominant fraction (62.2%). 
The remaining few fractions, with a pool comprising 
> 3% of the total intensity, aggregate to 31.8%, which 
is half the pool of the dominant protein group. In 
previous work, we used quadrupole time-of-flight 
(QTOF) mass spectrometry to establish that MVs 
from cells of the NK-92 cell line contain granzyme 
A, heat shock proteins, components of the ubiquitin-
proteasome system, protein biosynthesis and energy 
metabolism enzymes, nuclear and serum proteins, 
and cytoskeletal proteins [35]. Our findings showed a 
significant difference between the proteomic profiles 
of cells of the NK-92 cell line and of their MVs. 
This indicates the need for further specification of 
these differences, determination of the biochemical 
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Figure 2. Expression of surface receptors by ECs after culturing with (ECs + MVs) and without (MVs) MVs derived from 
cells of the NK-92 cell line (Me, Q0.25-Q0.75)
Note. Data are presented as the relative number of ECs expressing (a) CD31, CD34, (c) VEGFR1, CD119, and (e) CD105, CD54, and on 
the intensity of (b) CD31, CD34, (d) VEGFR1, CD119, and (f) CD105, CD54 expression by ECs. Significance of differences compared with 
unstimulated ECs: **, p < 0.01; ***, p < 0.001.

nature and functional role of proteins that are MV 
components, and identification of target components 
involved in signal transmissions in the course of cell 
interaction.

MV membranes contain proteins that provide 
contact between vesicles and target cells, as well as 
signal transmission to target cells [11, 30]. The set 
of MV membrane proteins, in particular adhesion 
molecules and glycoproteins, as well as the degree 
of phosphatidylserine externalization determine 
the target cell pool with which these vesicles will 

interact  [1, 11, 27]. After extracellular vesicles 
establish contact with a target cell, signal transmission 
takes place and can occur by surface protein and 
lipid ligand-receptor interactions, by ejecting 
extracellular vesicle contents into the extracellular 
space in the immediate vicinity of a target cell, or 
by fusion of extracellular vesicles with the target cell 
plasma membrane and release of its contents into the 
cytosol, and by extracellular vesicle endocytosis and 
subsequent fusion with endosome  [61, 73]. We used 
flow cytometry to establish that, after incubation 
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Figure 3. ECs carrying the CD45 receptor after culturing with (ECs + MVs) and without (MVs) MVs
Note. Data on the relative number of ECs with the CD45+ (a) phenotype and on the intensity of fluorescence of ECs with the CD45+ (b) phenotype 
are presented. Significance of differences compared with unstimulated ECs: **, p < 0.01.
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of ECs of the EA.Hy926 cell line in the medium 
containing MVs derived from cells of the NK-92 cell 
line, CD45 membrane protein was transferred to ECs 
(Figure 3). CD45 protein is a panleukocyte marker 
that is not usually expressed by other cell types. 
Leukocyte marker transfer by MVs derived from NK 
cells onto the cytoplasmic membrane of ECs supports 
the fundamental possibility that of appearance of 
markers on cells that are not characteristic of this cell 
type. The appearance of membrane receptors that are 
unusual for this cell type can change cell behavior and 
cell response to external signals (if the cell has signal 
transmission paths from such receptors). We further 
established with flow cytometry that, after incubation 
of ECs of the EA.Hy926 cell line in the medium 
containing MVs derived from cells of the NK-92 cell 
line, transfer of intracellular protein labelled with 
fluorescent dye occurred (Supplementary Figure 5). 
In parallel, western blot analysis revealed the transfer 
of granzyme B to ECs (Figure 4). Our findings support 
the transfer of MV contents to ECs as occurring via 
fusion of the MV membrane with the EC cytoplasmic 
membrane. In this case, the MV membrane becomes 
a part of the EC membrane, and MV contents appear 
in EC cytoplasm. To determine the mechanisms 
for MV uptake by target cells, and in particular, the 
uptake of MVs produced by unstimulated NK cells 
of the NK-92 cell line by ECs of the EA.Hy926 cell 
line, further study of the specific MV formation is 
required. Also needed, is additional understanding of 
the functionally significant molecules contained in 
MVs that ensure signal transfer to target cells.

Granzyme B transmission by MVs derived from 
cells of the NK-92 cell line was accompanied by 
increased EC death. Thus, using flow cytometry and 
7-AAD dye, we established that the pool of nonviable 
ECs was 29.9% (constitutive EC death was 6%) in 
the presence of MVs derived from cells of the NK-92 
cell line. Being an active process, apoptosis can be 
triggered by external (exogenous pathway) or internal 
(endogenous pathway) factors. The exogenous 

pathway is accomplished by ligand binding to a 
receptor on the cell surface. These receptors include 
the TNFα superfamily of Fas (CD95), TRAIL-R1, 
TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4 [70], TNF-R1 
(CD120a) [76], DR5 (death receptor 5), and DR6 
(death receptor 6) [3]. Ligand-receptor interactions 
lead to activation of an intracellular reaction cascade 
involving caspase-8 activating effector caspase-3, 
caspase-6 and caspase-7, which ensures cell death [3, 
78]. The endogenous (mitochondrial, BCL-2-
regulated) pathway is initiated in response to stressful 
situations such as DNA damage or lack of growth 
factors. The mitochondrial pathway of apoptosis 
activation is initiated by transcriptional and/or 
post-transcriptional upregulation of proapoptotic 
BH3-only members of the BCL-2 protein family. 
These proteins bind and inhibit BCL-2 pro-survival 
proteins, thereby promoting activation of BAX and 
BAK cell death effectors. BAX/BAK activation 
causes permeabilisation of the outer mitochondrial 
membrane followed by caspase-9 activation [5]. 
Caspase-9 activates effector caspase-3, caspase-6 
and caspase-7, which causes cell death. We also 
described the involvement of mitochondrial p53 
protein [68] in apoptosis induction. Protein p53 
suppresses Bcl-2 and activates BAX factor. It should 
be pointed out that the exogenous and endogenous 
pathways are not always autonomous, as p53 can 
regulate the expression of some death receptors 
and the mitochondrial pathway can amplify signals 
associated with death receptors [3, 64].

Analysis of caspase activity in ECs after incubation 
with MVs derived from cells of the NK-92 cell line 
showed that caspase-8 activation up to the level of 
the p43/41 fragment occurs. No further proteolytic 
processing of the p43/41 fragment up to the p18 
fragment occurs. Thus, contact-dependent apoptosis 
through Fas or TRAIL receptors remains activated 
and stopped at the level of the p43/41 fragment of 
caspase-8. The mature active caspase-8 p18 responsible 
for activation of subsequent effector caspases is not 
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Figure 4. ECs of the EA.Hy926 cell line cultured with MVs 
derived from cells of the NK-92 cell line leads to granzyme 
B transfer from MVs to ECs
Note. (A) Representative immunoblot for granzyme B in cells of the NK-
92 cell line (1) and in their MVs (2). (B) Representative immunoblot for 
granzyme B in unstimulated cells of the EA.Hy926 cell line (1) and after 
culture with MVs derived from cells of the NK-92 cell line (2).

in a change in phenotype of the ECs that remained 
viable. A decrease in the expression of CD105 by 
ECs indicates both shedding of this protein from 
the cell surface and a decrease in EC sensitivity to 
the inhibitory effect of TGF-β [38]. Change in the 
intensity of CD34 and CD54 expression by ECs 
argues for EC activation [14, 31].

During EC culturing with MVs derived from cells of 
the NK-92 cell line, a dose-dependent decrease in EC 
proliferation compared with ECs cultured in a medium 
without MVs was shown. Concurrently, inhibition of 
EC migration due to the reduced number of cells that 
migrated to the zone of the disrupted monolayer was 
established only for the maximum MV concentration 
(20 μg/100 μL of medium). These findings can be 
explained by increased EC death in the presence of 
MVs derived from cells of the NK-92 cell line. Despite 
this, as a result of culturing ECs with MVs derived 
from cells of the NK-92 cell line (total protein content 
2  μg/100  μL of medium), an increased proliferative 
activity of ECs occurred compared with EC culturing 
in a medium without MVs. Cells of the NK-92 cell 
line were cultured wth IL-2. IL-2R signaling involved 
Lck, Jak, Fyn, Lyn, Syk, Ras, MAPK and PI3K in 
T cells. The MAPK and PI3K pathways participated 
in cell growth, differentiation and survival. ERK, 
a major member of the MAPK family, transduced 
mitogenic signals from the Ras/Raf/MEK pathway to 
the nucleus by activating transcription factors such as 
Elk-1 [32]. PI3K, which plays an important role in cell 
survival, induced activation of phosphatidylinositol-
dependent kinase 1/2 and then activated AKT 
kinase  [32]. AKT prevented apoptosis by disrupting 
the interaction between Bad and Bcl-2 or by activating 
the mammalian target of rapamycin (mTOR), which 
then phosphorylated p70 S6 kinase (S6K) leading 
to progression of the cell cycle. Using western blot 
analysis, we found ERK1/2 protein in cells of the 
NK-92 cell line and their MVs, which was consistent 
with the literature [32, 42]. We detected the presence 
of AKT in cells of the NK-92 cell line, which also 
corresponds with published works [32, 42], but we did 
not find it in the MVs produced by them. Extracellular 
signal regulated kinase 1 and 2 (ERK1/2) is involved 
in EC proliferation and angiogenesis [46]. Using 
mass spectrometry, we detected MEKKK 1 (MAPK/
ERK kinase kinase kinase 1 encoded by the MAP4K1 
(mitogen-activated protein kinase kinase kinase 
kinase 1 isoform 1) gene) in cells of the NK-92 cell 
line; we also found Mnk1 (MKNK1, MAP kinase-
interacting serine/threonine-protein kinase 1) in MVs 
derived from cells of the NK-92 cell line. However, 
the data obtained by mass spectrometry indicated 
possible candidates only and requires additional 
verification using enzyme linked immunosorbent 
assay or immunoblotting. Obviously, the proteins 
detected in MVs are also contained in the source cells 

formed. Absence of the second proteolytic stage in 
cleavage of the intermediate p43/41 fragment of 
caspase-8 may be due to increased c-FLIPL activity 
(cell caspase-8(FLICE)-like inhibitory protein). 
Caspase-8 activity in ECs depends on c-FLIPL  [9]. 
This isoform contains a functionally inactive caspase-
like domain that is sufficient to implement the 
first autocatalytic stage of procaspase-8 cleavage. 
However, FLIPL inhibits the second stage of caspase-8 
activation (cleavage of the p43/41 fragment to form 
the p18 fragment), since it requires the presence of 
a catalytically active domain [37, 52]. EC treatment 
with sFasL can lead to increased FLIP expression 
and VEGF secretion, as well as promoting EC 
proliferation and migration [82]. A similar effect was 
shown with TRAIL, which at low concentrations 
increased c-FLIPL expression, and stimulated 
HUVEC proliferation and migration through 
implementation of the non-apoptotic functions of 
caspase-8 [9]. Despite this, we have established the 
fact of caspase-9 and effector caspase-3 activation. 
Our findings support the activation of caspase-3 
by granzyme B via the mitochondrial pathway of 
apoptosis activation  [44]. Earlier, we described the 
direct activation of caspase-3 by granzyme B [72] and 
established the transfer of granzyme B to ECs by MVs. 
This way of activation should not be ruled out.

Partial death was accompanied expectedly by a 
decrease in the number of ECs expressing VEGR1, 
CD34, CD31, and CD119 receptors, while the 
intensity of the expression of these molecules 
remained unchanged. It should be pointed out that 
incubation with MVs derived from cells of the NK- 92 
cell line resulted not only in partial EC death, but also 
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Figure 5. Caspase-8 activation (defined as the ratio of caspase-8 fragment intensity to procaspase-8) in ECs of the 
EA.Hy926 cell line after culture with MVs derived from cells of the NK-92 cell line
Note. (A) No difference in caspase-8 activation or procaspase-8 cleavage up to the p18 fragment of active caspase-8 was observed between the 
ECs after culture with MVs and unstimulated ECs. (B) EC treatment with MVs resulted in activation of caspase-8 and cleavage of procaspase-8 
up to the p43/p41 fragment compared with unstimulated cells. (C) Quantitative assessment of procaspase-8, p43/p41 fragment and p18 fragment 
levels in ECs after culture with MVs. (D) Representative immunoblot demonstrating the effect of MVs derived from cells of the NK-92 cell line on 
the intensity of caspase-8 fragments (p43/p41 and p18) and procaspase-8 in ECs (1 – unstimulated ECs, 2 – ECs after culture with MVs). ***, 
p < 0.001 – difference between the indicator in ECs after their culture with MVs and the indicator in unstimulated ECs.

themselves, although our mass spectrometric analysis 
did not detect these. This indicated that the mass 
spectrometric data we obtained were selective and 
thus did not reflect the general pool of MAP kinase 
pathway enzymes in MVs derived from cells of the 
NK-92 cell line. It has previously been shown that 
MEKKK 1 and Mnk1 are involved in regulation of 
proliferation [28, 43, 45, 60]. Thus, transfer of ERK 
and possibly MNK1 (but not AKT) from MVs derived 
from cells of the NK-92 cell line at a concentration 

2 μg/100 μL (i.e. 10 times lower than that which causes 
increased EC death) to ECs could lead to increased 
EC proliferation in our experiments.

Conclusion
Our findings indicate a significant difference in 

proteomic profiles of cells of the NK-92 cell line and 
the MVs produced by them. After contact between 
the MVs derived from cells of the NK-92 cell line 
and ECs, signal transmission takes place by means 
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Figure 6. Caspase-3 activation (defined as the ratio of 
active caspase-3 to procaspase-3 fragment intensity) 
in ECs of the EA.Hy926 cell line after culture with MVs 
derived from cells of the NK-92 cell line
Note. (A) EC treatment with MVs results in activation of caspase-3 
as compared with unstimulated ECs. (B) Quantitative assessment 
of procaspase-3 and active caspase-3 fragment levels in ECs after 
culture with MVs. (C) Representative immunoblot demonstrating 
the effect of MVs on the intensity of cleaved caspase-3 fragments 
and on procaspase-3 in ECs (1 – unstimulated ECs, 2 – ECs after 
culture with MVs). *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 – difference 
between the indicator in ECs after culture with MVs and the indicator 
in unstimulated ECs.
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Figure 7. Effect of MVs derived from cells of the NK-92 
cell line on caspase-3 and caspase-9 activity in ECs of the 
EA.Hy926 cell line
Note. Caspase-3 activity was assessed by spectrophotometric 
determination of p-nitrianiline (pNA) cleaved by caspase-3 and 
caspase-9 from the caspase-specific substrates, DEVD-pNA and Ac-
LEHD-pNA, respectively. Activity was measured in μm of released 
pNA/min/mg of total cell lysate protein. *, p < 0.05; ***, p < 0.001 – 
difference between the indicator in ECs after culture with MVs and the 
indicator in unstimulated ECs.

of MV fusion with the cytoplasmic membrane and 
content release into the cytosol. This was shown by 
the appearance of the panleukocyte marker CD45 
on the EC membrane, as well as by the transfer of 
granzyme B and intracellular protein labelled with 
CFSE dye. Leukocyte marker transfer by NK cell-
derived MVs onto the cytoplasmic membrane of ECs 
indicated the fundamental possibility of appearance 
of receptors on cells that are not characteristic of the 
cell type. The appearance of such receptors on ECs 
can change cell behavior and its response to external 
signals. Incubation with MVs derived from cells of the 
NK-92 cell line was accompanied not only by partial 
death of ECs, but also by a phenotype change in the 
ECs that remained viable. That is, the expression of 
CD105 decreased, while the expression of both CD34 
and CD54 increased. MVs derived from cells of the 
NK-92 cell line contain proteins that can decrease 
migration or death of a target cell (granzyme B, for 
example), and are also able to transmit a proliferation 
stimulating signal to ECs. Further study is needed 
to clarify whether the factors activating apoptosis, 
inhibiting migration, affecting phenotype and 
stimulating proliferation are located in the same or 
different MVs. Our results suggest that regulation of 
EC behavior (including during angiogenesis) by NK 
cells can also be performed by the MVs that they 
produce.
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Supplementary Figure 4. Electrophoregrams of lysates 
of cells of the NK-92 cell line (cells) and their MVs (MVs)
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Supplementary Figure 6. Representative immunoblots 
showing the content of ERK1/2, AKT in cells of the NK-92 
cell line and their MVs
Note. 1, MVs derived from cells of the NK-92 cell line; 2, cells of the 
NK-92 cell line.
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Supplementary Figure 5. ECs incubated with MVs produced 
by NK cells of the NK-92 cell line
Note. 1) distribution of ECs in a FSC/SSC histogram; 2) negative control, 
(a) distribution of unstimulated ECs in a FITC/FSC histogram, (b) FITC 
histogram; 3) (a) ECs treated with MVs derived from unstimulated NK 
cells in a FITC/FSC histogram, (b) FITC histogram; 4) (a) ECs treated 
with MVs derived from NK cells pretreated with CFSE 5 μμm in a FITC/
FSC histogram, (b) FITC histogram; 5) (a) ECs treated with MVs derived 
from NK cells pretreated with CFSE 50 μμm in a FITC/FSC histogram, (b) 
FITC histogram.

Supplementary Figure 1 – see 2nd page of cover.

Supplementary Figure 2, Supplementary Figure 3 – see 3rd page of cover.
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ВЗАИМОСВЯЗЬ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
ГЕНЕРИРУЕМЫХ IN VITRO ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК 
С СОДЕРЖАНИЕМ СD16+ КЛЕТОК В ПОПУЛЯЦИИ 
МОНОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ
Тыринова Т.В.1, 2, Леплина О.Ю.1, Тихонова M.А.1, Сахно Л.В.1, 
Максимова А.А.1, Останин А.А.1, Черных Е.Р.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия 
2 Институт медицины и психологии ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследовательский 
государственный университет», г. Новосибирск, Россия

Резюме. Циркулирующие моноциты представляют собой гетерогенную популяцию клеток, часть 
которых, наряду с классическим моноцитарным маркером CD14, экспрессирует молекулу CD16. Раз-
личия в фенотипе между субпопуляциями моноцитов могут сказываться на их функциональной ак-
тивности, а также способности к дальнейшей дифференцировке в дендритные клетки (ДК), которые 
представляют собой профессиональные антигенпрезентирующие клетки и обеспечивают активацию 
иммунного ответа или, наоборот, поддерживают состояние иммунологической толерантности. Це-
лью настоящего исследования явилось изучение взаимосвязи между субпопуляционной принад-
лежностью моноцитов и  функциональной активностью генерируемых из  них дендритных клеток, 
а  также их чувствительности к  толерогенному действию дексаметазона. ДК генерировали в  при-
сутствии GM- CSF и IFNα из полученной методом магнитной сепарации обогащенной популяции 
CD14+ моноцитов периферической крови с  деплецией (CD16-Мо-ДК) и  без деплеции CD16+ кле-
ток (CD16+Мо-ДК). CD16+Мо-ДК характеризовались более низкой способностью поглощать FITC-
меченный декстран и более высокой способностью индуцировать пролиферативный ответ Т-клеток 
на аллоантигены по сравнению с CD16-Мо-ДК. Кроме того, CD16+Мо-ДК проявляли более выра-
женную апоптоз-индуцирующую активность против аутологичных CD4+Т-лимфоцитов и против ал-
логенных CD8+Т-лимфоцитов, но были сопоставимы с CD16-Мо-ДК по способности индуцировать 
апоптоз в аллогенных CD4+Т-лимфоцитах. Уровень продукции TNFα, сходный для обоих типов ДК, 
находился в  обратной взаимосвязи с  аллостимуляторной активностью CD16-Мо-ДК и  прямо кор-
релировал с апоптоз-индуцирующей активностью CD16+Мо-ДК против аллогенных CD4+Т-клеток. 
CD16-Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК были также сопоставимы по  уровню продукции IL-10, который об-
ратно коррелировал с показателями аллостимуляторной активности обоих типов ДК. CD16-Мо-ДК 
и CD16+Мо-ДК были подвержены супрессорному эффекту дексаметазона, который проявлялся уве-
личением фагоцитарной активности, снижением способности стимулировать пролиферацию аутоло-
гичных и аллогенных Т-клеток и подавлением продукции TNFα. При этом в популяции CD16+Мо-ДК 
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регистрировались более выраженное увеличение эндоцитозной активности и снижение способности 
ДК стимулировать пролиферацию CD4+Т-клеток в ауто-СКЛ. Кроме того, обработка дексаметазоном 
CD16+Мо-ДК сопровождалась увеличением проапоптогенной активности ДК против аутологичных 
CD8+Т-лимфоцитов. Таким образом, присутствие в пуле моноцитов CD16+ клеток влияет на свойства 
генерируемых из них IFNα-индуцированных ДК и их чувствительность к иммунорегуляторному дей-
ствию дексаметазона. 

Ключевые слова: дендритные клетки, классические моноциты, альтернативные моноциты, интерферон альфа, 
дексаметазон

RELATIONSHIP BETWEEN THE FUNCTIONAL ACTIVITY OF IN 
VITRO GENERATED MONOCYTE-DERIVED DENDRITIC CELLS 
AND THE PRESENCE OF CD16+ CELLS AMONG PERIPHERAL 
BLOOD MONOCYTES
Tyrinova T.V.a, b, Leplina O.Yu.a, Tikhonova M.A.a, Sakhno L.V.a, 
Maximova A.A.a, Ostanin A.A.a, Chernykh E.R.a 
a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Institute of Medicine and Psychology, Novosibirsk National Research State University, Novosibirsk, Russian 
Federation

Abstract. Peripheral blood monocytes are heterogeneous CD14+ cell population, some of which also express 
CD16 molecule. Differences in phenotype between monocyte subpopulations can affect their functional 
activity, as well as the ability to further differentiate into dendritic cells (DCs). DCs are professional antigen-
presenting cells which induce the immune response or, conversely, maintain the immunological tolerance. The 
aim of the present study was to analyze the relationship between monocyte subpopulations and the functional 
activity of monocyte-derived DCs, as well as DC sensitivity to the tolerogenic effect of dexamethasone. DCs 
were generated by cultivating enriched fractions of CD14+ monocytes with or without CD16+ cell depletion 
(CD16-Mo-DCs or CD16+Mo-DCs, respectively) in the presence of IFNα and GM-CSF. Monocyte 
subpopulations were obtained by immunomagnetic negative selection. CD16+Mo-DCs were characterized by 
lower ability to take up FITC-dextran and higher allostimulatory activity compared to CD16-Mo-DCs. In 
addition, CD16+Mo-DCs showed higher apoptosis-inducing activity against autologous CD4+T lymphocytes 
and allogeneic CD8+T lymphocytes, but were similar to CD16-Mo-DCs in their ability to induce apoptosis 
in allogeneic CD4+T lymphocytes. TNFα production level, similar for both types of DCs, was negatively 
correlated with CD16-Mo-DC allostimulatory activity and directly correlated with apoptosis-inducing activity 
of CD16+Mo-DCs towards allogeneic CD4+T cells. CD16-Mo-DCs and CD16+Mo-DCs were similar by their 
IL-10 production, which was inversely related to allostimulatory activity of both types of DCs. Dexamethasone 
increased endocytic activity, decreased the ability to stimulate autologous and allogeneic T cells, inhibited 
TNFα production of CD16-Mo-DCs and CD16+Mo-DCs. However, CD16+Mo-DCs demonstrated a 
more pronounced increase in endocytic activity and more dramatic decrease in their ability to stimulate the 
proliferation of CD4+T cells in auto-MLR. Also, addition of dexamethasone into CD16+Mo-DCs cultures led 
to the increase in DC pro-apoptogenic activity against autologous CD8+T lymphocytes. Thus, the presence of 
CD16+ cells among monocyte population affects the properties of IFNα-induced monocyte-derived DCs and 
DC sensitivity to the immunomodulatory effects of dexamethasone.

Keywords: dendritic cells, classical monocytes, non-classical monocytes, interferon-alpha, dexamethasone

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в  рамках научного проекта 
№ 18-015-00215 А.

Введение
Моноциты представляют собой гетерогенную 

популяцию клеток костномозгового происхож-
дения, которые играют важную роль в поддержа-

нии тканевого гомеостаза и иммунитета и явля-
ются системным резервуаром предшественников 
для  клеток миелоидной линии, прежде всего 
дендритных клеток (ДК) [6, 22]. Моноциты диф-
ференцируются в ДК in vivo при различных пато-
логических состояниях, ассоциированных с вос-
палением, включая инфекции и  аутоиммунные 
заболевания [17, 22]. В настоящее время выделя-
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ют три основные субпопуляции циркулирующих 
моноцитов. Основную долю составляют клас-
сические моноциты с  фенотипом CD14+CD16+ 
клеток, которые способны поддерживать пул 
ДК в норме и первыми мигрировать в зону вос-
паления или повреждения [19]. Два других типа, 
включая промежуточные (CD14+CD16+, 2-8%) 
и  неклассические (CD14+CD16++, 2-11%) моно-
циты, экспрессирирующие молекулу CD16, со-
ставляют минорную долю моноцитов. Роль этих 
моноцитов до конца не изучена, однако показа-
но, что при различных патологиях (аутоиммун-
ные заболевания, вирусная инфекция, опухоле-
вый рост, хроническое воспаление) количество 
CD16+ моноцитов возрастает [6, 12]. Несмотря 
на проводимые исследования, до сих пор неясно, 
могут ли  различные субпопуляции моноцитов 
детерминировать функциональные особенности 
генерируемых из них ДК. Этот вопрос имеет важ-
ное значение, поскольку ДК, будучи высокоспе-
циализированными антигенпрезентирующими 
клетками, играют важную роль как в запуске им-
мунного ответа, так  и индукции толерантности. 
Однако взаимосвязь отдельных субпопуляций 
моноцитов с  формированием иммуностимуля-
торных и толерогенных свойств ДК остается ма-
лоизученной.

Проведенные нами ранее исследования по-
казали, что в  присутствии IFNα ДК, получен-
ные из  моноцитов, содержащих CD16+ клетки 
(CD16+Мо-ДК), характеризовались более зре-
лым фенотипом по сравнению с ДК, полученны-
ми из популяции моноцитов с деплецией CD16+ 
клеток (CD16-Мо-ДК), что может обусловливать 
более высокую иммуностимуляторную актив-
ность ДК и иметь важное значение для индукции 
иммунного ответа. С  другой стороны, было по-
казано, что ингибирующий эффект дексаметазо-
на на  дифференцировку и  созревание ДК более 
выражен в  культурах CD16+Мо-ДК [2]. В  связи 
с этим можно предположить, что переключение 
иммуностимуляторных свойств IFN-ДК в сторо-
ну регуляторных свойств под влиянием дексаме-
тазона связано с популяцией CD16+ моноцитов.

Целью настоящей работы явилось дальнейшее 
сравнительное исследование функциональной 
активности CD16-Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК и  их 
чувствительности к  толерогенному действию 
дексаметазона. Выбор в  качестве толерогенного 
стимула глюкокортикоидов был обусловлен их 
важной ролью в  стресс-индуцированной имму-
носупрессии и  активном использовании в  каче-
стве терапевтического средства [7]. 

Материалы и методы
В  исследование были включены 39 здоровых 

доноров обоего пола в  возрасте от  20 до  62 лет. 
Забор крови и  все исследования проводили по-

сле получения письменного информированного 
согласия. Мононуклеарные клетки (МНК) выде-
ляли центрифугированием гепаринизированной 
венозной крови в градиенте плотности фиколла-
верографина. Для выделения моноцитов из полу-
ченной взвеси МНК использовали наборы маг-
нитных бус (Easy SepTM, STEMCELL Technologies 
Inc.), позволяющие получить популяции CD14+ 
моноцитов с деплецией (CD14+CD16- моноциты) 
и без деплеции CD16+ клеток (CD14+CD16+ мо-
ноциты). Магнитную сепарацию осуществляли 
согласно инструкциям производителя. Контроль 
чистоты выделенных субпопуляций моноцитов 
проводили методом проточной цитофлуориме-
трии с использованием FITC-конъюгированных 
анти-CD14- и Ре-конъюгированных анти-CD16-
антител (BD PharMingen, США). Содержание 
CD14+ и  СD16+ моноцитов во  фракции CD14+ 
моноцитов с деплецией CD16+ клеток составляло 
81,1±3,2 и  3,4±0,8% соответственно, а  во фрак-
ции CD14+моноцитов без деплеции CD16+ кле-
ток – 73,6±4,5 и 22,3±2,9% соответственно. 

ДК генерировали путем культивирования 
выделенных CD14+CD16- и  CD14+CD16+ моно-
цитов в  6-луночных планшетах (Nunclon, Да-
ния) в  течение 3-4 суток в  среде RPMI-1640 
(Sigma-Aldrich, США), дополненной 0,3 мг/мл 
L-глютамина, 5  мМ HEPES-буфера, 100 мкг/мл 
гентамицина и  2,5% эмбриональной телячьей 
сыворотки (FCS, БиолоТ, Санкт-Петербург), 
в присутствии GM-CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) 
и  IFNα (1000 Ед/мл, Роферон-А, Roche, Швей-
цария). Для  индукции созревания ДК на  4 сут-
ки вносили липополисахарид (ЛПС, 10 мкг/мл, 
LPS Е. coli 0114:B4, Sigma-Aldrich) и продолжали 
культивировать в  течение 24 ч. В  отдельной се-
рии экспериментов на  этапе дифференцировки 
за сутки до внесения ЛПС в культуры ДК добав-
ляли дексаметазон (10-6 M).

Способность ДК к  захвату антигена оце-
нивали по  поглощению полимера глюкозы 
FITC-декстран (1 мкг/мл; Sigma, США) при 
+4 °С (контроль) и при +37 °С в течение 1 ч. После 
инкубации ДК трижды отмывали холодным забу-
ференным физиологическим раствором (ЗФР), 
окрашивали Ре-меченными анти-HLA-DR-
антителами (BD PharMingen, США) и оценивали 
внутриклеточную экспрессию FITC-Декстрана 
в гейте HLA- DR+ клеток методом проточной ци-
тометрии.

Стимуляторную активность IFN-ДК оцени-
вали в  аутологичной и  аллогенной смешанной 
культуре лейкоцитов (ауто- и  алло-СКЛ, соот-
ветственно), используя в  качестве отвечающих 
клеток аутологичные или  аллогенные МНК до-
норов (0,1 × 106/лунку), которые культивировали 
в 96-луночных круглодонных планшетах в среде 
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RPMI-1640 в  присутствии 10% инактивирован-
ной сыворотки крови АВ(IV) группы при 37 °С в 
СО2-инкубаторе. Стимуляторами служили ДК 
в соотношении МНК:ДК = 10:1. Пролифератив-
ный ответ оценивали на 5 сутки радиометрически 
по  включению 3H-тимидина (1  мкКю/лунку), 
вносимого за  18 ч до  окончания культивирова-
ния. 

Для  оценки влияния ДК на  пролифератив-
ную активность субпопуляций CD4+ и  CD8+Т-
клеток аутологичные и  аллогенные МНК окра-
шивали витальным красителем CFSE (5(6)-ca
rboxyfluoresceindiacetate N-succinimidyl ester; 
2 мкМ, Sigma-Aldrich, США) и сокультивирова-
ли в СКЛ (0,1 × 106/лунку) с ДК в соотношении 
МНК:ДК  =  10:1 в  96-луночных круглодонных 
планшетах в  среде RPMI-1640 в  присутствии 
10% инактивированной сыворотки крови АВ (IV) 
группы при 37  °С в СО2-инкубаторе в течение 5 
суток. Культуры дублировали в  12 идентичных 
повторах с целью получения клеток в количестве, 
достаточном для  проведения цитофлуориметри-
ческого анализа. По  завершении культивиро
вания клетки окрашивали PE-меченными анти- 
CD3-, APC-меченными анти-CD4- и PerCP-
меченными анти-CD8-антителами (BD Phar
Mingen, США). Анализ пролиферативного ответа 
МНК проводили методом проточной цитометрии 
в  гейтах СD3+CD4+ и  СD3+CD8+ лимфоцитов 
по  уменьшению интенсивности флуоресценции 
красителя CFSE. Результат выражали в виде про-
центного содержания делящихся клеток к обще-
му количеству клеток в исследуемой области.

Уровень апоптоза Т-лимфоцитов оценивали 
в ауто- и алло-СКЛ при культивировании в тече-
ние 72 ч МНК доноров (0,1 × 106/лунку) в 96-лу-
ночных круглодонных планшетах в присутствии 
ДК в  соотношении МНК:ДК  =  10:1. Культуры 
дублировали в  12 идентичных повторах с  целью 
получения клеток в  количестве, достаточном 
для  проведения цитофлуориметрического ана-
лиза. Апоптоз Т-клеток оценивали после окон-
чания культивирования методом проточной ци-
томертии в гейте CD3+CD4+ и CD3+CD8+ клеток 
по связыванию с АРС-меченным Annexin V (при-
знак раннего апоптоза) и  PI (признак позднего 
апоптоза/некроза) согласно инструкции фирмы-
производителя (BD PharMingen, США).

Концентрацию продуцируемых цитокинов 
TNFα и  IL-10 в  супернатантах полученных ДК 
определяли методом иммуноферментного анали-
за, используя соответствующие тест-системы (АО 
«Вектор-Бест», Россия). Анализ уровня продук-
ции цитокинов в цельных супернатантах культур 
IFN-ДК проводился в пересчете на 105 ДК.

Статистическую обработку данных прово-
дили при помощи пакета прикладных программ 

Statistica 6.0. Для  выявления значимых разли-
чий сравниваемых показателей использовали 
непараметрический W-критерий Вилкоксона 
(для  связанных парных выборок). Для  анализа 
взаимосвязей между исследуемыми параметрами 
использовали коэффициент корреляции Спир-
мена (rS). Различия считали достоверными при 
уровне значимости p < 0,05.

Результаты
Поскольку одним из  функциональных при-

знаков зрелости ДК является их поглотительная 
активность, нами была проведена оценка спо-
собности CD16-Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК к  эндо-
цитозу. Несмотря на то, что оба типа ДК активно 
захватывали FITC-меченный декстран (рис. 1А), 
популяция CD16+Мо-ДК отличалась меньшим 
относительным количеством ДК, содержащих 
внутриклеточно декстран (р = 0,07). При этом ин-
тенсивность флуоресценции внутриклеточного 
содержания FITC-декстрана в сравниваемых ти-
пах ДК была сопоставима (Ме 443 vs 475 ед. фл.).

Одна из  ключевых функций ДК в  иммун-
ном ответе заключается в  их способности пре-
зентировать антигены и активировать Т-клетки. 
Как  видно из  рисунка 1Б, CD16-Мо-ДК 
и  CD16+Мо-ДК эффективно стимулировали 
пролиферативную активность Т-клеток в  ауто- 
и  алло-СКЛ. Cтимуляторная активность изуча-
емых типов ДК была сопоставима в  ауто-СКЛ, 
однако CD16+Мо-ДК отличались значимо бо-
лее высокой способностью индуцировать про-
лиферативный ответ Т-клеток на  аллоантигены 
по сравнению с CD16-Мо-ДК (р = 0,037).

Анализ пролиферативного ответа в  субпопу-
ляциях лимфоцитов показал, что в культурах ауто-
СКЛ CD16-Мо-ДК и CD16+Мо-ДК с одинаковой 
интенсивностью стимулировали пролиферацию 
CD4+Т-лимфоцитов и практически не индуциро-
вали пролиферации CD8+Т-клеток (рис. 1В). Ин-
декс пролиферации CD8+Т-лимфоцитов состав-
лял 1,08 и 1,09 расч. ед. (Ме) в случае активации 
CD16-Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК соответственно. 
При этом CD16-Мо-ДК и CD16+Мо-ДК эффек-
тивно (индекс пролиферации > 3,5 расч. ед.) сти-
мулировали пролиферацию аллогенных CD4+ 
и CD8+Т-лимфоцитов в алло-СКЛ (рис. 1Г). 

Наряду со стимулирующим эффектом ДК об-
ладают способностью ограничивать иммунный 
ответ, одним из механизмов которой является ак-
тивационно-индуцированный апоптоз Т-клеток 
при их взаимодействии с  ДК [5]. Как  видно 
из рисунка 1Д, Е, стимуляция МНК дендритны-
ми клетками сопровождалась возрастанием доли 
апоптотических CD4+Т-клеток в  ауто- и  алло-
СКЛ. Эти изменения были более выражены 
и статистически значимы в алло-СКЛ (рис. 1Е), 
тогда как в ауто-СКЛ проявлялись в виде отчет-
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Рисунок 1. Функциональная активность IFN-ДК, генерированных из CD16- и CD16+ моноцитов
Примечание. В виде медианных (Ме) и интерквартильного диапазона значений представлены: А – относительное количество 
клеток (%) указанных типов IFN-ДК (n = 5), поглотивших в течение 1 ч FITC-меченный декстран при 4 °С (контроль) и 37 °С; 
Б – пролиферативный ответ (имп/мин) МНК в ауто-СКЛ (n = 12) и алло-СКЛ (n = 20) в отсутствие IFN-ДК (МНК) и присутствии 
указанных типов IFN-ДК; В, Г – пролиферативный ответ CD3+CD4+ и CD3+CD8+Т-лимфоцитов в ауто-СКЛ (В; n = 4) и алло-СКЛ  
(Г; n = 9), оцениваемый цитофлуориметрически по окраске CFSE в отсутствие IFN-ДК (0) и присутствии указанных типов  
IFN-ДК; Д, Е – относительное количество (%) апоптотических CD3+CD4+ и CD3+CD8+Т-лимфоцитов среди нестимулированных 
МНК (0), а также в присутствии указанных типов аутологичных (Д; n = 5) и аллогенных (Е; n = 11) IFN-ДК. * pW < 0,05 – 
достоверность различий между показателями.
Figure 1. The functional activity of CD16- and CD16+ monocyte-derived IFN-DCs
Note. The data are presented in the form of median (Me) and interquartile range (IQR) of (A) the relative number (%) of signed subtypes of  
IFN-DCs (n = 5) captured FITC-conjugated dextran for 1 h at a temperature of 4 °С (control) and 37 °С; (B) the proliferative response of MNCs in 
auto-MLR (n = 12) and allo-MLR (n = 20) test (cpm) in the absence of IFN-DCs (MNCs) and in the presence of signed subtypes of IFN-DCs;  
(C, D) the proliferative response of CD3+CD4+ and CD3+CD8+Т lymphocytes in auto-MLR (C; n = 4) and allo-MLR (D; n = 9) evaluated using CFSE 
dye in the absence of IFN-DCs (0) and in the presence of signed subtypes of IFN-DCs; (E, F) the relative number (%) of apoptotic CD3+CD4+ and 
CD3+CD8+Т lymphocytes among non-stimulated MNCs (0) and in the presence of signed subtypes of autologous (E; n = 5) and allogeneic  
(F; n = 11) IFN-DCs. * pW < 0.05, differences between groups.
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ливого тренда (рис.  1Д; р  =  0,07 для  обоих ти-
пов ДК). Оба типа ДК не индуцировали апоптоз 
CD8+Т-клеток в  ауто-СКЛ, поскольку не  акти-
вировали пролиферацию этих клеток (рис.1  Д). 
В алло-СКЛ количество апоптотических CD8+Т-
клеток значимо возрастало при сокультивирова-
нии с CD16+Мо-ДК (р = 0,03) и на уровне трен-
да – с CD16-Мо-ДК (р = 0,09). 

Важным фактором в  развитии иммунного 
ответа является способность ДК продуциро-
вать цитокины, во  многом определяющих сти-
муляторный или  толерогенный потенциал ДК. 
CD16-Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК были сопостави-
мы по  продукции провоспалительного цитоки-
на TNFα (Ме 1027 и 1104 пг/мл, соответствен-
но) и  противовоспалительного цитокина IL-10  
(Ме 108 и 105 пг/мл, соответственно). Отметим, 
что уровень продукции IL-10 обратно коррели-
ровал с  показателями аллостимуляторной ак-
тивности как CD16-Мо-ДК, так и CD16+Мо-ДК 
(rS = -0,780; р = 0,013 и rS = -0,703; р = 0,034 со-
ответственно). В то же время значимая обратная 
корреляционная связь между продукцией TNFα 
и  аллостимуляторной активностью выявлялась 
только для CD16-Мо-ДК (rS = -0,695; р = 0,038), 
а прямая взаимосвязь между уровнем продукции 
TNFα и  апоптоз-индуцирующей активностью 
ДК против аллогенных CD4+Т-клеток (rS = 0,677; 
р = 0,022) регистрировалась для CD16+Мо-ДК. 

Вторая часть исследования была посвящена 
сравнительному анализу влияния дексаметазона 
на  свойства CD16-Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК. До-

бавление дексаметазона в культуры ДК сопрово-
ждалось увеличением их способности к эндоци-
тозу (рис. 2А). Наиболее выраженные изменения 
были характерны для CD16+Мо-ДК, среди кото-
рых количество FITC-декстран-позитивных кле-
ток возрастало в  среднем на  50% (IQR 15-81%; 
р = 0,04). CD16-Мо-ДК были менее чувствитель-
ны к действию дексаметазона, и их способность 
поглощать декстран возрастала в среднем только 
на 23% (IQR 2-49%; р = 0,068). Наряду с увеличе-
нием доли FITC-декстран-позитивных ДК добав-
ление дексаметазона приводило к  увеличению 
средней интенсивности флуоресценции FITC-
меченного декстрана в обоих типах ДК (р = 0,043 
и р = 0,043; рис. 2Б). Следует отметить, что если 
интактные CD16-Мо-ДК и CD16+Мо-ДК разли-
чались по поглотительной способности, то после 
обработки дексаметазоном указанные типы ДК 
становились сопоставимыми по поглотительной 
активности (Ме 84 и 79%). Соответственно, вли-
яние дексаметазона на эндоцитозную активность 
CD16+Мо-ДК было значимо выше по сравнению 
с  таковым для  CD16-Мо-ДК (Ме индекса влия-
ния дексаметазона 1,97 vs 1,3 расч. ед.; р = 0,043).

Анализ стимуляторной активности интакт-
ных и  дексаметазон-модифицированных ДК 
в радиометрическом тесте (рис. 3A) показал, что 
дексаметазон подавлял способность обоих ти-
пов ДК стимулировать пролиферативный ответ 
МНК в ауто- и алло-СКЛ (р < 0,05 для всех типов 
СКЛ). При исследовании эффектов дексамета-
зона на пролиферацию отдельных субпопуляций 

Рисунок 2. Поглотительная активность IFN-ДК, генерированных из CD16- и CD16+ моноцитов
Примечание. Данные представлены в виде медианных (Ме) и интерквартильного диапазона значений относительного 
количества клеток (А) и средней интенсивности флуоресценции (Б) в популяциях CD16-Мо-ДК и CD16+Мо-ДК, генерированных 
в стандартных условиях (контр) и в присутствии дексаметазона [+ DEX (10-6 M)], поглотивших в течение 1 ч FITC-меченный 
декстран при 37 °С (контроль поглотительной активности ДК при 4 °С не указан). n = 6; * pW < 0,05 – достоверность различий 
между показателями.
Figure 2. Endocytic activity of CD16- and CD16+ monocyte-derived IFN-DCs
Note. The data are presented in the form of median (Me) and interquartile range (IQR) of the relative cell number (A) and mean fluorescence (B)  
in CD16-Мо-DCs and CD16+Мо-DCs generated under standard conditions (control) and in the presence of dexamethasone [+ DEX (10-6 M)]  
captured FITC-conjugated dextran for 1 h at a temperature 37 °С (negative control cells at 4 °С not shown). n = 6; * pW < 0.05, differences 
between groups.
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Рисунок 3. Влияние дексаметазона на функциональную активность IFN-ДК, генерированных из CD16- и CD16+ 
моноцитов
Примечание. Для популяций CD16-Мо-ДК и CD16+Мо-ДК, генерированных в стандартных условиях и в присутствии 
дексаметазона (+ DEX), в виде медианных (Ме) и интерквартильного диапазона значений представлены данные: 
А – индексов пролиферации МНК в ауто-СКЛ (n = 12) и алло-СКЛ (n = 20) в присутствии указанных типов IFN-ДК; Б, В –
индексов пролиферации CD3+CD4+ и CD3+CD8+Т-лимфоцитов в ауто-СКЛ (Б; n = 4) и алло-СКЛ (В; n = 9), оцениваемой 
цитофлуориметрически по окраске CFSE в присутствии указанных типов IFN-ДК; Г, Д –относительного количества 
апоптотических CD3+CD4+ и CD3+CD8+Т-лимфоцитов в присутствии указанных типов аутологичных (Г; n = 5) и аллогенных 
(Д; n = 11) IFN-ДК. Индекс пролиферации рассчитывался индивидуально как отношение пролиферативного ответа МНК 
в присутствии указанных типов ДК к пролиферативному ответу МНК в отсутствие ДК. * pW < 0,05 – достоверность различий 
между показателями.
Figure 3. The effect of dexamethasone on the functional activity of CD16- and CD16+ monocyte-derived IFN-DCs
Note. For CD16-Мо-DCs and CD16+Мо-DCs generated under standard conditions and in the presence of dexamethasone (+ DEX), the data are 
presented in the form of median (Me) and interquartile range (IQR) of (A) the indexes of proliferation of MNCs in auto-MLR (n = 12) and allo-MLR 
(n = 20) in the presence of signed subtypes of IFN-DCs; (B, C) the indexes of proliferation of CD3+CD4+ and CD3+CD8+Т lymphocytes in auto-
MLR (B; n = 4) and allo-MLR (C; n = 9) in the presence of signed subtypes of IFN-DCs; (D, E) the relative number of apoptotic CD3+CD4+ and 
CD3+CD8+Т lymphocytes in the presence of signed subtypes of autologous (D; n = 5) and allogeneic (E; n = 11) IFN-DCs. The proliferation index 
was calculated as the ratio of the proliferative response of MNCs in the presence of DCs to the proliferative response of MNCs in the absence of 
DCs. * pW < 0.05, differences between groups.
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Рисунок 4. Влияние дексаметазона на продукцию цитокинов в культурах IFN-ДК, генерированных из CD16- и CD16+ 
моноцитов
Примечание. Данные представлены в виде медианных (Ме) и интерквартильного диапазона значений концентрации TNFα 
(n = 13) и IL-10 (n = 11) в супернатантах цельных культур CD16-Мо-ДК и CD16+Мо-ДК, генерированных в стандартных условиях 
(контр) и в присутствии дексаметазона [+ DEX (10-6 M)]. ** рW < 0,01 – достоверность различий между показателями.
Figure 4. The effect of dexamethasone on the cytokine production by CD16- and CD16+ monocyte-derived IFN-DCs
Note. The data are presented in the form of median (Me) and interquartile range (IQR) of TNFα (n = 13) and IL-10 (n = 11) concentration in the 
culture supernatants of CD16-Мо-DCs and CD16+Мо-DCs generated under standard conditions (control) and in the presence of dexamethasone  
[+ DEX (10-6 M)]. ** рW < 0.01, differences between groups.

Т-клеток было показало, что обработка декса-
метазоном CD16+Мо-ДК достоверно подавляла 
их способность стимулировать пролиферацию 
CD4+Т-клеток в  ауто-СКЛ (Ме супрессии 31% 
(IQR 5-58%); р = 0,043), тогда как модификация 
дексаметазоном CD16-Мо-ДК значимо не  сни-
жала их стимуляторную активность (рис.  3Б). 
Соответственно, CD16+Мо-ДК, генерированные 
в присутствии дексаметазона, обладали меньшей 
стимуляторной активностью по сравнению с ана-
логичными культурами CD16-Мо-ДК (Ме индек-
са пролиферации 1,37 vs 1,94 расч. ед.; р = 0,06). 
При этом как интактные, так и дексаметазон-мо-
дифицированные CD16-Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК 
не  индуцировали пролиферацию аутологичных 
CD8+Т-клеток (рис. 3Б).

В  алло-СКЛ дексаметазон-модифицирован-
ные CD16-Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК характеризо-
вались умеренным (но статистически значимым) 
уменьшением стимуляторной активности в  от-
ношении CD4+Т-клеток и  более выраженным 
снижением способности стимулировать про-
лиферацию CD8+Т-клеток (рис.  3В). Снижение 
аллостимуляторной активности CD16-Мо-ДК 
(р = 0,008) и CD16+Мо-ДК (р = 0,008) в послед-
нем случае составляло, соответственно, 26 и 32%. 

 Обработка CD16-Мо-ДК и CD16+Мо-ДК дек-
саметазоном не  влияла на  способность ДК ин-
дуцировать апоптоз CD4+Т-клеток в  ауто-СКЛ 
(рис.  3Г). В  то же  время отмечалась тенденция 
к усилению проапоптогенной активности CD16-

Мо-ДК (р = 0,1) и CD16+Мо-ДК (р = 0,08) в от-

ношении аутологичных CD8+Т-лимфоцитов. 
При этом относительное количество апоптотиче-
ских CD8+Т-клеток в присутствии CD16+Мо-ДК 
было выше, чем в присутствии CD16-Мо-ДК (Ме 
5,8 vs 4,9%; р = 0, 05). В культурах алло-СКЛ раз-
личий в проапоптогенной активности интактных 
и  дексаметазон-модифицированных CD16-Мо-
ДК и  CD16+Мо-ДК против аллогенных CD4+ 
и CD8+Т-клеток не наблюдалось (рис. 3Д).

Сравнение эффекта дексаметазона на  про-
дукцию цитокинов в  исследуемых субпопуля-
циях ДК выявило снижение TNFα в  культурах 
CD16-Мо-ДК и CD16+Мо-ДК в 2 (р = 0,007) и 1,5 
(р  =  0,009) раза, соответственно (рис.  4), при 
отсутствии значимого эффекта на  продукцию 
IL-10. При этом, учитывая, что более чем в  по-
ловине случаев (6/11, 55%) дексаметазон усили-
вал продукцию IL-10, соотношение TNFα/IL-10 
в культурах CD16-Мо-ДК и CD16+Мо-ДК снижа-
лось с 16,1 до 6,0 расч.ед (р = 0,013) и с 8,9 до 5,0 
расч. ед. (р = 0,02), соответственно, что в целом 
указывало на смещение баланса цитокинов в сто-
рону противовоспалительного ответа.

Корреляционный анализ выявил наличие от-
рицательной взаимосвязи между ингибирующим 
эффектом дексаметазона на  продукцию TNFα 
в  культурах CD16+Мо-ДК и  индексом стимули-
рующего влияния дексаметазона на апоптоз-ин-
дуцирующую активность CD16+Мо-ДК против 
аллогенных CD4+Т-клеток (rS = -0,593; р = 0,05). 
Полученные данные указывают на то, что декса-
метазон-индуцированное снижение продукции 
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TNFα под действием дексаметазона ослабляет 
проапотогенную активность ДК. 

Для  продукции IL-10 корреляционных взаи-
мосвязей не было выявлено. 

Обсуждение
Настоящее исследование продемонстрирова-

ло, что IFNα-индуцированные ДК могут диф-
ференцироваться из  циркулирующих CD14+ 
моноцитов, как обогащенных, так и истощенных 
по  CD16+ клеткам. Однако популяционный со-
став моноцитов влияет на  свойства генерируе-
мых из них ДК, и присутствие в пуле моноцитов 
CD16+ клеток способствует дифференцировке 
IFN-ДК с более низкой эндоцитозной способно-
стью и  более высокой стимуляторной активно-
стью, что указывает на их степень зрелости. В то 
же время как CD16-, так и CD16+ моноциты яв-
ляются мишенями для ингибирующего влияния 
дексаметазона, и  генерируемые в  дальнейшем 
IFN-ДК характеризуются свойствами толероген-
ных клеток. При этом ДК, полученные из обще-
го пула моноцитов без деплеции CD16+ клеток, 
демонстрируют большую чувствительность к им-
мунорегуляторному действию дексаметазона. 

Ранее нами было показано, что CD16+Мо-ДК  
отличаются от  CD16-Мо-ДК более зрелым фе-
нотипом [2]. Согласно данным литературы, 
классические моноциты выступают в  роли 
предшественников промежуточных и  неклас-
сических моноцитов, экспрессирующих СD16-
антиген [10, 19]. Кроме того, для неклассических 
CD14+CD16++ моноцитов характерна экспрессия 
проапоптотических и  антипролиферативных ге-
нов, ассоциированных с  высокодифференциро-
ванным статусом клеток, более высокая экспрес-
сия антигенов MHC II класса и костимуляторных 
молекул, низкая фагоцитарная и  повышенная 
аллостимуляторная активности [4, 26]. В  этом 
аспекте использование всего пула моноцитов, 
содержащих в том числе CD16+ клетки с большей 
степенью зрелости, позволяет получить IFN-ДК 
с  более выраженными иммуногенными свой-
ствами, характерными для более зрелых ДК.

Проведенное нами исследование позволило 
оценить, какие популяции Т-лимфоцитов от-
вечают на  антигены, представленные на  CD16-

Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК. Продемонстрировано, 
что оба типа ДК в ауто-СКЛ стимулировали про-
лиферацию аутологичных Т-клеток преимуще-
ственно за  счет активации CD4+Т-лимфоцитов, 
тогда как  пролиферативный ответ аллоген-
ных Т-клеток был связан с  активацией CD4+ 
и CD8+T-клеток. 

Способность ДК индуцировать апоптоз 
Т-клеток рассматривается в  качестве механизма 
ограничения иммунного ответа и  предупрежде-

ния о  чрезмерной активации [14]. Действитель-
но, в  отличие от  CD4+Т-лимфоцитов, CD8+T-
лимфоциты почти не отвечали на аутоантигены, 
представленные на CD16-Мо-ДК и CD16+Мо- ДК. 
Поэтому уровень апоптоза в них не увеличивался 
по  сравнению с  интактными Т-клетками. Не-
смотря на то, что CD16-Мо-ДК и CD16+Мо-ДК 
эффективно стимулировали в  алло-СКЛ проли-
ферацию CD4+ и  CD8+T-клеток, апоптоз в  обе-
их популяциях статистически значимо возрастал 
только при сокультивировании с  CD16+Мо-ДК. 
При этом для CD4+Т-лимфоцитов была характе-
ра бóльшая по сравнению с CD8+T-лимфоцитами 
чувствительность к  апоптозу, индуцированно-
му CD16+Мо-ДК. CD16-Мо-ДК активировали 
апоптоз только в CD4+Т-лимфоцитах. В данном 
случае высокую чувствительность CD4+T-клеток 
к  апоптозу можно объяснить тем фактом, что 
молекула CD4 является не только корецептором 
в  TCR/CD3-зависимой активации Т-клеток, но 
и выступает в роли негативного регулятора, уча-
ствуя в  проведении апоптотического сигнала, 
опосредованного через Fas/FasL- (при участии 
протеинкиназы С) и  TNFα/TNF-R-зависимый 
механизмы [3]. В  то же  время более широкий 
спектр цитотоксического действия CD16+Мо- ДК 
по  сравнению с  CD16-Мо-ДК, по-видимому, 
связан со  свойствами исходной популяции мо-
ноцитов-предшественников. Для  CD16+ моно-
цитов показана более высокая экспрессия про-
апоптогенных молекул [26] и более выраженная 
цитотоксическая активность [23] по  сравнению 
с классическими CD16- моноцитами.

Согласно полученным нами данным, CD16-

Мо-ДК и CD16+Мо-ДК не различались по про-
дукции TNFα и  IL-10. Эти результаты частично 
расходятся с  данными литературы, поскольку 
принято считать, что основными продуцентами 
TNFα среди пула моноцитов являются неклас-
сические моноциты и  генерированные из  них 
ДК  [25]. По-видимому, отсутствие разли-
чий в  продукции TNFα между CD16-Мо-ДК 
и  CD16+Мо-ДК связано с  особенностями гене-
рации ДК в  присутствии IFNα и  его стимули-
рующим влиянием на  гены провоспалительных 
молекул [13], тогда как предыдущие работы были 
проведены на IL-4-индуцированных ДК [25].

В то же время именно для CD16+Мо-ДК нами 
выявлена обратная корреляционная зависимость 
между продукцией TNFα и  индукцией апопто-
за в аллогенных CD4+Т-клетках. TNFα является 
плейотропным цитокином, который поддер-
живает активацию и  пролиферацию наивных 
и  эффекторных Т-клеток, а  также индуцирует 
их апоптоз [3, 16]. TNFα может напрямую вы-
зывать гибель Т-клеток или  действовать опос-
редованно, повышая чувствительность Т-клеток 
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к FasL-зависимому апоптозу [11]. Причем имен-
но CD4+Т-клетки, но не CD8+Т-клетки, чувстви-
тельны к  FasL-медиируемой цитотоксической 
активности IFN-ДК [1]. Полученные нами дан-
ные расширяют представления о  цитотоксиче-
ской активности ДК, генерированных из CD16+ 
моноцитов, а  также подтверждают значимость 
TNFα в реализации данной функции ДК.

По данным литературы, для IFN-ДК характер-
на высокая продукция IL-10 [9]. Исходя из про-
веденного нами корреляционного анализа, IL- 10 
участвует в ограничении аалостимуляторной ак-
тивности CD16-Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК. Этот 
эффект может быть связан с тем, что IL-10 по ау-
токринному механизму снижает на IFN-ДК экс-
прессию молекул, ассоциированных с  антиген-
ной презентацией – MHC II класса, DC-LAMP/
CD208 – приводя в конечном итоге к снижению 
аллостимуляторной активности ДК в отношении 
CD4+Т-клеток [9]. 

Важной частью нашего исследования было 
выяснение причастности субпопуляций моно-
цитов к  толерогенному влиянию глюкокорти-
коидов на  IFN-ДК. Полученные в  настоящем 
исследовании результаты продемонстрировали, 
что CD16-Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК подвержены 
супрессорному эффекту дексаметазона, который 
проявляется увеличением поглотительной актив-
ности, характерной для незрелых ДК, снижением 
способности стимулировать пролиферацию ауто-
логичных и аллогенных Т-клеток и подавлением 
продукции TNFα. При этом для  CD16+Мо-ДК 
было характерно более выраженное увеличение 
эндоцитозной активности и  снижение способ-
ности ДК стимулировать пролиферацию CD4+Т-
клеток в  ауто-СКЛ. Кроме того, обработка дек-
саметазоном CD16+Мо-ДК сопровождалась 
увеличением проапоптогенной активности ДК 
против аутологичных CD8+Т-лимфоцитов. Эти 
результаты указывают на  то, что CD16+ моно-
циты участвуют в  формировании толерогенных 
свойств IFN-ДК. Зачастую проявление толеро-
генной активности ассоциируется с  менее зре-
лым статусом ДК [15]. Полученные данные со-
гласуется с  установленным нами ранее фактом 
ингибирующего действия дексаметазона на  со-
зревание CD16-Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК, более 
выраженного в отношении CD16+Мо-ДК [2].

Как  известно, толерогенное действие ДК 
на  Т-лимфоциты реализуется через индукцию 
анергии и апоптоза Т-клеток, а также путем по-
давления функциональной активности Т-клеток 
иммуносупрессивными цитокинами и генерации 
регуляторных Т-клеток (Treg) [18, 24]. Обращает 
на  себя внимание, что при добавлении декса-
метазона снижение способности CD16-Мо-ДК 
и  CD16+Мо-ДК стимулировать пролиферацию 
аллогенных CD4+ и  CD8+T-лимфоцитов не  со-
провождалось усилением апоптоза Т-клеток. 
По-видимому, толерогенное действие декса-
метазон-обработанных ДК опосредуется через 
индукцию анергии и  блокирование клеточного 
цикла Т-лимфоцитов, но не вызывает гибель по-
следних. Действительно, учитывая возможное 
участие TNFα в  реализации цитотоксического 
эффекта ДК против аллогенных CD4+Т-клеток 
и  снижение продукции анализируемого медиа-
тора в ответ на обработку дексаметазоном, меха-
низм стимуляции апоптоза Т-клеток не является 
ключевым в  реализации регуляторной функции 
толерогенных IFN-ДК.

Характерно, что в ответ на добавление декса-
метазона CD16-Мо-ДК и CD16+Мо-ДК не усили-
вали продукцию IL-10. Несмотря на то, что в ли-
тературе есть данные о стимулирующем влиянии 
дексаметазона на продукцию IL-10 дендритными 
клетками [8, 20, 21], полученные нами результаты 
могут отражать особенности цитокин-секретор-
ной активности IFN-ДК. Кроме того, снижение 
соотношения TNFα/IL-10 в  культурах CD16-

Мо-ДК и  CD16+Мо-ДК указывает на  смещение 
баланса в  сторону Th2/противовоспалительной 
активности.

В  целом проведенное нами исследование 
свидетельствует о  том, что выявленные разли-
чия в  свойствах IFNα-индуцированных ДК, ге-
нерируемых из общего пула моноцитов и моно-
цитов с  деплецией CD16+ клеток, могут иметь 
важное значение для  объяснения особенностей 
функциональной активности ДК моноцитарного 
происхождения при различных патологических 
состояниях, ассоциированных с изменением со-
отношения классических, промежуточных и не-
классических моноцитов.
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СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ РЕГУЛЯТОРНЫХ 
Т-КЛЕТОК ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У ВИЧ-
ИНФИЦИРОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ С ДИСКОРДАНТНЫМ 
ОТВЕТОМ НА АНТИРЕТРОВИРУСНУЮ ТЕРАПИЮ
Королевская Л.Б.1, Сайдакова Е.В.1, Шмагель Н.Г.2, Шмагель К.В.1
1 Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения Российской академии наук – филиал 
ФГБУН «Пермский федеральный исследовательский центр Уральского отделения Российской академии наук», 
г. Пермь, Россия  
2 Пермский краевой центр по профилактике и борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями, г. Пермь, 
Россия

Резюме. Дискордантный ответ на антиретровирусную терапию у ВИЧ-инфицированных пациен-
тов характеризуется неэффективным восстановлением численности CD4+Т-лимфоцитов. Роль регу-
ляторных Т-клеток в развитии дискордантного ответа на лечение остается малопонятной как из-за 
отсутствия специфических и надежных маркеров регуляторных Т-клеток, так и из-за неоднородности 
их популяции. В настоящей работе нами были обследованы ВИЧ-инфицированные пациенты с пода-
вленной на фоне антиретровирусной терапии репликацией вируса (уровень ВИЧ менее 50 копий в мл 
крови), ответивших (n = 22) и не ответивших (n = 19) приростом численности CD4+Т-лимфоцитов на 
фоне более чем двухлетнего приема вирусологически эффективной терапии. Контрольную группу об-
следованных составили неинфицированные добровольцы (n = 23). Субпопуляционный состав CD4+ 
Т-лимфоцитов и регуляторных Т-клеток был исследован методом многоцветной проточной цитоме-
трии. Было установлено, что у инфицированных ВИЧ больных с неэффективным восстановлением 
иммунитета на фоне проводимого лечения по сравнению с ВИЧ-позитивными субъектами, дающими 
стандартный ответ на антиретровирусную терапию, абсолютное число CD4+Т-лимфоцитов, так же 
как и входящих в их состав регуляторных Т-клеток, было снижено во всех субпопуляциях различной 
степени зрелости: наивных клетках, лимфоцитах центральной памяти, клетках эффекторной памяти 
и терминально дифференцированных эффекторах. Это отличало их от пациентов, дающих эффек-
тивный ответ на лечение, у которых дефицит регуляторных Т-лимфоцитов был выявлен только среди 
наивных клеток и клеток центральной памяти. Важно отметить, что у зараженных ВИЧ больных с 
дискордантным ответом на терапию процентное содержание регуляторных Т-клеток эффекторной 
памяти – лимфоцитов, обладающих наибольшей супрессорной активностью – было существенно 
повышено по сравнению с таковым в остальных субпопуляциях CD4+Т-лимфоцитов. По-видимому, 
несмотря на дефицит регуляторных Т-лимфоцитов, размер пула этих клеток у больных с дискордант-
ным ответом на лечение является достаточным для контроля над активацией CD4+Т-лимфоцитов. В 
то же время численности регуляторных Т-клеток может не хватать для подавления избыточной акти-
вации иммунокомпетентных клеток, не относящихся к популяции CD4+Т-лимфоцитов. Этим можно 
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частично объяснить повышенный уровень иммунной активации у больных с дискордантным ответом 
на терапию по сравнению с таковым у лиц, стандартно отвечающих на лечение.

Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, антиретровирусная терапия, дискордантный ответ, регуляторные Т-лимфоциты, 
наивные Т-клетки, Т-клетки центральной памяти, Т-клетки эффекторной памяти

REGULATORY T CELL SUBSETS IN PERIPHERAL BLOOD OF 
HIV-INFECTED PATIENTS WITH DISCORDANT RESPONSE TO 
ANTIRETROVIRAL THERAPY
Korolevskaya L.B.a, Saidakova E.V.a, Shmagel N.G.b, Shmagel K.V.a
a Institute of Ecology and Genetic of Microorganisms, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Branch of Perm 
Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Perm, Russian Federation  
b Perm Regional Center for Protection against AIDS and Infectious Diseases, Perm, Russian Federation 

Abstract. The discordant immunologic response to antiretroviral therapy in HIV-infected patients is 
characterized by ineffective recovery of CD4+T  cell counts. The role of regulatory T  cells in discordant 
response to the treatment remains poorly understood both due to the lack of specific and reliable markers of 
regulatory T cells and their subset’s heterogeneity. In the present work, we studied two groups of HIV-infected 
patients receiving antiretroviral therapy for more than two years and thus having their viral load suppressed 
(less than 50 copies of HIV per ml of blood): those who responded (n = 22) and did not respond (n = 19) to the 
treatment with an increase in their CD4+T cell counts. The control group consisted of uninfected volunteers 
(n = 23). The CD4+T lymphocyte subset composition was examined by flow cytometry. It was shown that in 
HIV-infected patients with ineffective immune recovery compared with subjects having a standard response to 
antiretroviral therapy, the absolute counts of regulatory T cells, as well as CD4+T lymphocytes, was reduced in 
all maturational subsets: naїve cells, central memory, effector memory, and terminally differentiated effectors. 
That differed immunological nonresponders from patients with a standard response to the treatment, which 
had a shortage only in naїve and central memory regulatory T  cell subsets. It is important to note that in 
HIV-infected patients with a discordant response to therapy, the proportion of effector memory regulatory 
T cells, that posses the most prominent suppressive capacity, was significantly increased compared with that 
in other CD4+T  lymphocyte subsets. Apparently, despite of regulatory T  cell deficiency, in HIV-infected 
patients with a discordant response to the treatment, the regulatory T cell pool size is big enough to control 
CD4+T lymphocyte activation. Nevertheless, the number of regulatory T cells may not be sufficient to suppress 
the over-activation of immunocompetent cells that are not in the CD4+T lymphocyte subset. This can partly 
explain the increased cell activation level in patients with a discordant response to therapy as compared with 
those who have a standard respond to the treatment.

Keywords: HIV-infection, antiretroviral therapy, discordant immunological response, regulatory T cells, naїve T lymphocytes, central 
memory T cells, effector memory T cells

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке гранта РФФИ (проект № 17-54-30006).

Введение
Инфекция вирусом иммунодефицита чело-

века (ВИЧ) характеризуется прогрессивным 
опустошением пула CD4+Т-лимфоцитов. На-
значение антиретровирусной терапии (АРТ) 
приводит к подавлению репликации виру-
са и последующему увеличению численности 
CD4+Т-лимфоцитов в крови больного (стан-
дартный ответ на лечение)  [3]. Вместе с тем у 
20-30% ВИЧ-инфицированных пациентов раз-
вивается дискордантный ответ на АРТ, при ко-

тором, несмотря на эффективное подавление 
вирусной нагрузки, отмечается низкая способ-
ность к восстановлению числа периферических 
CD4+Т-клеток  [10, 17]. При этом у пациентов с 
дискордантным ответом на АРТ по сравнению 
с больными, стандартно отвечающими на лече-
ние, дефицит CD4+Т-лимфоцитов более выра-
жен [14].

Регуляторные Т-клетки (Treg) представляют 
собой субпопуляцию CD4+Т-лимфоцитов. Они 
выполняют важную функцию поддержания ауто-
толерантности и иммунного гомеостаза [25, 30]. 
Однако их роль при ВИЧ-инфекции и особенно                      
при развитии дискордантного ответа на терапию 
остается малопонятной. Большинство исследо-
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ваний построено на оценке корреляционных свя-
зей между относительным или абсолютным чис-
лом Treg в крови пациентов и общепринятыми 
для характеристики заболевания параметрами: 
числом CD4+Т-лимфоцитов, уровнем вирусной 
нагрузки, показателями активации клеток [8, 13, 
15, 20]. При этом представленные разными авто-
рами данные крайне противоречивы, что может 
быть связано как с неоднородностью популяции 
Treg, так и с отсутствием надежных и специфич-
ных маркеров для их идентификации [16, 25].

Существуют две большие популяции Treg  – 
тимические и периферические клетки [21]. 
Важным их отличием является экспрессия изо-
форм поверхностной молекулы CD45. Почти все 
тимические Treg несут фенотип наивных кле-
ток (CD45RA+), а популяция периферических 
Treg – клеток памяти (CD45R0+) [25]. Известно, 
что мишенью ВИЧ являются не все субпопуля-
ции CD4+Т-лимфоцитов: вирус избирательно 
инфицирует Т-клетки эффекторной памяти [6, 
11]. Регуляторные Т-клетки входят в состав пула 
CD4+Т-лимфоцитов и, следовательно, могут быть 
заражены ВИЧ [19]. Кроме того, они могут разде-
лять фенотипические характеристики субпопу-
ляций конвенциональных CD4+Т-лимфоцитов. 
Исходя из этого, оценка субпопуляционного со-
става Treg представляет собой несомненный ин-
терес. Следует отметить, что среди пациентов с 
дискордантным ответом на лечение такие иссле-
дования ранее не проводились.

Целью настоящей работы была оценка субпо-
пуляционного состава регуляторных Т-клеток у 
ВИЧ-инфицированных пациентов с дискордант-
ным ответом на лечение.

Материалы и методы
План и проведение работы были одобрены 

этическим комитетом Пермского краевого цен-
тра по борьбе со СПИД и инфекционными за-
болеваниями (рег. № комитета IRB00008964). 
Каждый участник исследования подписал ин-
формированное согласие. Были обследованы 
ВИЧ-инфицированные пациенты (n = 41) и не-
инфицированные, относительно здоровые добро-
вольцы (n  =  23). Все ВИЧ-зараженные больные 
до начала лечения имели уровень CD4+Т-клеток 
в крови менее 200 мкл-1 и находились на АРТ 
более двух лет. Исходя из эффективности отве-
та на лечение, пациенты были разделены на две 
группы: 1) субъекты с числом периферических 
CD4+Т-лимфоцитов более 350 мкл-1 (стандарт-
ный ответ на терапию, n = 22) и 2) больные с ко-
личеством CD4+Т-клеток крови менее 350 мкл-1 
(дискордантный ответ на лечение, n = 19).

Забор венозной крови проводили натощак в 
пробирки, покрытые ЭДТА. Плазму крови от-

деляли от форменных элементов центрифуги-
рованием. Вирусную нагрузку ВИЧ определяли 
посредством разветвленной ДНК-гибридизации 
набором “Versant HIV-1 RNA 3,0 assay b” на ана-
лизаторе Versant 440 (Siemens, Германия) в соот-
ветствии с инструкцией производителя. Числен-
ность CD4+Т-лимфоцитов в периферической 
крови оценивали с использованием коммерче-
ского набора Immunocytometry Systems (BDIS) 
Simultest™ (Becton Dickinson, США) на про-
точном цитофлуориметре FACSCalibur (Becton 
Dickinson, США). Мононуклеарные клетки вы-
деляли путем центрифугирования двукратно 
разведенной фосфатно-солевым буферным рас-
твором Дульбекко (DPBS, Gibco, США) пери-
ферической крови в градиенте плотности Диа-
колла (1,077 г/мл, Диаэм, Россия). Выделенные 
клетки собирали, дважды отмывали раствором 
DPBS, подсчитывали в камере Горяева, после 
чего подвергали контролируемому заморажи-
ванию в жидком азоте в среде, содержащей 90% 
термоинактивированной эмбриональной теля-
чьей сыворотки (Gibco, Южная Америка) и 10% 
диметилсульфоксида (AppliChem, Германия) до 
момента использования. Перед проведением 
иммунофенотипирования клетки разморажи-
вали. Подсчет жизнеспособных клеток (окраска 
трипановым синим) проводили на приборе Vi-
CELL XR Cell Counter (Beckman Coulter, США) с 
использованием программного обеспечения Vi-
CELL XR 2.04 (Beckman Coulter, США).

Идентификацию субпопуляций Т-лимфоци
тов проводили на проточном цитофлюориметре 
Fortessa (Becton Dickinson, США) с использова-
нием моноклональных антител, специфичных к 
поверхностным молекулам CD3-AF700, CD25-
BUV395, CD127-BV786, CCR7-PE-Cy7 (Becton 
Dickenson, США), CD45RA-BV650 (Biolegend, 
США), CD4-Qdot605, внутриклеточной мо-
лекуле FOXP3-PE (eBioscience™, США) и ви-
тального красителя LIVE/DEAD® Fixable Aqua 
Dead Cell Stain Kit (Invitrogen, США). Среди 
CD4+Т-лимфоцитов выявляли наивные клет-
ки (CD45RA+CCR7+), клетки центральной 
(CD45RA-CCR7+) и эффекторной (CD45RA-

CCR7-) памяти и терминально-дифференциро-
ванные эффекторы (CD45RA+CCR7-). В каж-
дой субпопуляции определяли регуляторные 
Т-клетки, к которым относили лимфоциты с 
фенотипом CD25+CD127lowFoxP3+. Рассчитывали 
относительные и абсолютные величины.

Полученные данные представлены в виде ме-
диан и интерквартильных размахов (25-й и 75-й 
процентили) либо средних величин и их ошибки. 
Достоверность различий определяли на основе 
критерия U Манна–Уитни и t-критерия Стью-
дента.
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ОБСЛЕДОВАННЫХ СУБЪЕКТОВ

TABLE 1. CLINICAL CHARACTERISTICS OF THE EXAMINED SUBJECTS

Характеристики
Characteristics

ВИЧ-инфицированные пациенты
HIV infected patients

Здоровые 
добровольцы
Healthy controls

3

Стандартный ответ 
на АРТ

Standard response to 
ART 

1

Дискордантный 
ответ на АРТ

Discordant response 
to ART

2

Число обследованных
Number examined subjects 22 19 23

Возраст (годы)
Age (years)

37,5
(32,8-42,0)*

39
(34-42)

32
(28-39)

Мужчины, абс. число (%)
Men, abs. count (%) 

10  
(45)

9  
(47)

8  
(35)

Характеристика ВИЧ-инфекции
HIV infection characteristics

Половой путь передачи ВИЧ, абс. число 
(%)
Sexual HIV transmission route, abs. count (%)

21 (95) 19 (100) –

Длительность инфекции (годы)
Infection duration (years)

9
(6-13)

6
(4-13) –

Продолжительность АРТ (годы)
ART duration (years)

5,1
(3,3-6,9)

4,3
(2,2-8,2) –

Уровень ВИЧ в крови (копии/мл)
HIV viral load (copies/µl) < 50** < 50 –

Численность CD4+Т-клеток до АРТ (мкл-1)
CD4+T cells before ART (µl-1)

160
(80-193)

p1-2 < 0,01

66
(30-150) –

Численность CD4+Т-клеток на момент 
исследования (мкл-1)
CD4+T cells at the study (µl-1)

532
(424-652)

p1-2 < 0,001
p1-3 < 0,001

268
(207-298)

p2-3 < 0,001

885
(772-1262)

Примечание. ВИЧ – вирус иммунодефицита человека; АРТ – антиретровирусная терапия. * – указаны медианы 
и интерквартильные размахи; статистические расчеты выполнены по методу Манна–Уитни; ** – предел 
чувствительности тест-системы.

Note. HIV, human immunodeficiency virus; ART, antiretroviral therapy. *, medians and interquartile ranges are shown; statistics was 
done by Mann–Whitney method; **, limit of detection.

Результаты
Субъекты всех обследованных групп не от-

личались между собой по возрасту и половому 
составу (табл. 1). Среди ВИЧ-инфицированных 
больных преобладал половой путь заражения 
вирусом. К моменту обследования пациенты со 
стандартным и дискордантным ответом на АРТ 
не различались по длительности инфекции и про-
должительности лечения. Концентрация ВИЧ в 
крови пациентов составила менее 50 копий/ мл 
(предел чувствительности тест-системы), что 
свидетельствовало о вирусологической эффек-

тивности АРТ. Абсолютное количество CD4+Т-
лимфоцитов у ВИЧ-инфицированных субъектов 
обеих групп было существенно снижено по срав-
нению с соответствующим показателем здоровых 
добровольцев. Так как критерием разделения 
пациентов на группы была численность перифе-
рических CD4+Т-лимфоцитов, более глубокий 
дефицит этих клеток был установлен у лиц с дис-
кордантным ответом на АРТ.

Оценка абсолютного числа CD4+Т-
лимфоцитов среди наивных элементов, клеток 
центральной, эффекторной памяти и терминаль-
но-дифференцированных эффекторов показала 
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Рисунок 1. Субпопуляционный состав CD4+Т-лимфоцитов у ВИЧ-инфицированных пациентов и здоровых 
добровольцев
Примечание. Представлены медианы (горизонтальные линии), интерквартильные интервалы (прямоугольники) и 10-90% 
размахи (вертикальные отрезки) абсолютного количества клеток крови. Группы: 1 – ВИЧ-инфицированные пациенты со 
стандартным ответом на антиретровирусную терапию; 2 – ВИЧ-инфицированные больные с дискордантным ответом на 
антиретровирусную терапию; 3 – здоровые доноры. Субпопуляции клеток: ЦП – центральной памяти; ЭП – эффекторной 
памяти; ТД – терминально-дифференцированные. * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001 (тест Манна–Уитни).
Figure 1. CD4+T cell subsets in HIV infected patients and healthy controls
Note. Medians (horizontal lines), interquartile ranges (boxes), and 10-90% percentiles (whiskers) are shown. Groups: 1, HIV infected patients with 
standard response to antiretroviral therapy; 2, HIV infected patients with discordant response to antiretroviral therapy; 3, healthy controls. T cell 
subsets: CM, central memory; EM, effector memory; TD, terminally differentiated. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (Mann–Whitney U-test).

следующее. У ВИЧ-инфицированных пациентов 
было установлено статистически значимое сни-
жение численности клеток во всех субпопуляциях 
по сравнению с соответствующими показателя-
ми здоровых лиц (рис. 1). При этом у пациентов с 
дискордантным ответом на АРТ дефицит CD4+Т-
клеток в каждой из субпопуляций был более вы-
ражен, чем в обеих группах сравнения.

При анализе численности Treg среди субпо-
пуляций CD4+Т-лимфоцитов различной степе-
ни зрелости были получены следующие данные 
(рис.  2). У ВИЧ-инфицированных субъектов со 
стандартным ответом на АРТ и здоровых людей 

статистически значимые различия были уста-
новлены только при сравнении абсолютного 
количества Treg, несущих фенотип наивных эле-
ментов и клеток центральной памяти. При этом 
у больных с неэффективным восстановлением 
иммунитета на фоне АРТ численность Treg во 
всех субпопуляциях клеток была статистически 
значимо снижена, как по сравнению со здоро-
выми добровольцами, так и пациентами со стан-
дартным ответом на лечение. Таким образом, у 
пациентов с дискордантным ответом на терапию 
абсолютное число регуляторных Т-клеток, как и 
CD4+Т-лимфоцитов, понижено среди наивных 
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Рисунок 2. Субпопуляционный состав регуляторных Т-клеток у ВИЧ-инфицированных пациентов и здоровых 
добровольцев
Примечание. См. примечание к рисунку 1. 
Figure 2. Regulatory CD4+T cell subsets in HIV infected patients and healthy controls
Note. As for Figure 1.  

элементов, клеток памяти и терминально-диф-
ференцированных эффекторов.

Изменение процентного содержания Treg сре-
ди CD4+Т-клеток различной стадии дифферен-
цировки было следующим (рис.  3). У здоровых 
добровольцев минимальная доля Treg была вы-
явлена в субпопуляции наивных лимфоцитов. В 
процессе созревания клеток относительное коли-
чество Treg в каждой последующей субпопуляции 
постепенно увеличивалось, достигая максималь-
ного значения среди терминально-дифференци-
рованных элементов. У ВИЧ-инфицированных 
пациентов, так же как у здоровых людей, доля ре-
гуляторных клеток в субпопуляции наивных эле-
ментов оказалась наименьшей. Статистически 
значимые различия содержания Treg среди лим-
фоцитов данной субпопуляции были установле-

ны только при сравнении показателей в группах 
больных со стандартным ответом на АРТ и здо-
ровых лиц (p  <  0,05). У зараженных субъектов, 
независимо от эффективности ответа на лечение, 
процент Treg значительно увеличивался среди 
CD4+Т-клеток центральной памяти по сравне-
нию с его уровнем среди наивных элементов. 
При этом у больных обеих клинических групп 
относительное количество Treg в субпопуляции 
лимфоцитов центральной памяти было сопоста-
вимо с соответствующим значением, выявлен-
ным у здоровых добровольцев (p > 0,05).

Основные различия между субъектами обсле-
дованных групп были установлены на уровне кле-
ток эффекторной памяти: при ВИЧ-инфекции в 
данной субпопуляции CD4+Т-лимфоцитов су-
щественно возрастает доля регуляторных клеток. 
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Так, у больных со стандартным ответом на лече-
ние относительное количество Treg среди CD4+Т-
клеток эффекторной памяти существенно пре-
вышало соответствующий показатель здоровых 
добровольцев (p  <  0,01). При этом у пациентов 
с дискордантным ответом на АРТ содержание 
Treg эффекторной памяти было сопоставимо с 
таковым, выявленным у субъектов, стандартно 
отвечающих на лечение (p  >  0,05), но статисти-
чески значимо превышало их уровень, установ-
ленный в группе здоровых лиц (p < 0,001). Более 
того, у ВИЧ-позитивных больных, независимо 
от эффективности ответа на АРТ, доля Treg сре-
ди Т-клеток эффекторной памяти была сопо-
ставима с таковой, обнаруженной у здоровых 
добровольцев среди терминально-дифференци-
рованных элементов. Следует также отметить, 
что только у пациентов с дискордантным ответом 
на АРТ относительное число Treg в субпопуля-
ции терминально-дифференцированных лим-
фоцитов существенно снижалось по сравнению 
с их уровнем среди клеток эффекторной памяти 
(p  <  0,001). Более того, если у здоровых людей 
доля терминально-дифференцированных Treg 
повышалась относительно их количества среди 
клеток эффекторной памяти, то у больных, стан-

дартно отвечающих на лечение, относительное 
содержание Treg в обеих субпопуляциях почти 
не менялось. Вместе с тем при сравнении доли 
Treg среди терминально-дифференцированных 
элементов статистически значимые различия 
были выявлены только между показателями в 
группах ВИЧ-зараженных пациентов (p  <  0,02). 
Таким образом, полученные нами данные свиде-
тельствуют о том, что при ВИЧ-инфекции среди 
CD4+Т-лимфоцитов эффекторной памяти суще-
ственно повышена доля регуляторных Т-клеток, 
а наличие дискордантного ответа на АРТ сопро-
вождается значительным снижением их относи-
тельного количества в субпопуляции терминаль-
но-дифференцированных эффекторов.

Обсуждение
Роль регуляторных Т-клеток при ВИЧ-

инфекции и особенно при дискордантном ответе 
на лечение остается малопонятной. Ряд исследо-
вателей связывает низкие темпы восстановления 
численности CD4+Т-лимфоцитов на фоне про-
водимой АРТ с уровнем Treg в крови пациентов 
[12, 20, 24]. Однако данные работы построены 
на оценке связей между показателями дискор-

Рисунок 3. Доля регуляторных клеток в субпопуляциях CD4+Т-лимфоцитов
Примечание. Представлены средние величины (кружки) и их ошибки (вертикальные отрезки). Группы: Без инфекции – 
здоровые добровольцы; ВИЧ+, Ответ – ВИЧ-инфицированные пациенты со стандартным ответом на антиретровирусную 
терапию; ВИЧ+, Неответ – ВИЧ-инфицированные больные с дискордантным ответом на антиретровирусную терапию. 
Субпопуляции клеток: Н – наивные; ЦП – центральной памяти; ЭП – эффекторной памяти; ТД – терминально-
дифференцированные. **, p < 0,01; ***,  p < 0,001 (t-критерий Стьюдента).
Figure 3. Regulatory T cell frequencies in CD4+T lymphocyte subsets 
Note. Means (circles) and standard errors (whiskers) are shown. Groups: HIV+, IRs, HIV infected patients with standard response to antiretroviral 
therapy; HIV+, INRs, HIV infected patients with discordant response to antiretroviral therapy. T cell subsets: Tregs, regulatory T cells; CM, central 
memory; EM, effector memory; TD, terminally differentiated. **, p < 0,01; ***, p < 0,001 (Student’s t-test).
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дантного ответа на терапию и числом клеток с 
фенотипическими признаками Treg. Вместе с 
тем представленные на сегодняшний день дан-
ные литературы показывают, что популяция ре-
гуляторных клеток крайне неоднородна [16, 21]. 
Основным источником Treg является тимус, где 
под влиянием аутоантигенов формируется функ-
ционально зрелая популяция клеток. После вы-
хода из тимуса Treg мигрируют на периферию, 
где осуществляют контроль за аутоиммунными 
реакциями [4, 21, 26]. Регуляторные клетки мо-
гут быть также генерированы за пределами ти-
муса из наивных предшественников, стимули-
рованных чужеродными антигенами [21, 25, 29]. 
Популяция периферических Treg обеспечивает 
толерантность во взаимоотношениях «мать  – 
плод» и, обладая выраженными супрессорными 
свойствами, играет важную роль в контроле над 
иммунной активацией и воспалением [7, 8]. Как 
и конвенциональные CD4+Т-лимфоциты, Treg 
можно разделить по фенотипическим признакам 
на функционально отличные субпопуляции  – 
покоящиеся, активированные, наивные элемен-
ты, клетки памяти [5, 18].

В настоящей работе мы показали, что у ВИЧ-
инфицированных пациентов с дискордантным 
ответом на АРТ по сравнению с субъектами, 
стандартно отвечающими на лечение, абсолют-
ное число Treg, так же как и CD4+Т-лимфоцитов, 
было снижено во всех субпопуляциях различной 
степени зрелости: наивных клеток, клеток цен-
тральной, эффекторной памяти и терминально-
дифференцированных эффекторов. Вместе с тем 
доля Treg эффекторной памяти была существен-
но повышена по сравнению с таковой в осталь-
ных субпопуляциях CD4+Т-лимфоцитов.

Увеличение доли Treg среди CD4+Т-клеток мо-
жет быть связано с более высокой их жизнеспо-
собностью по сравнению с конвенциональными 
CD4+Т-лимфоцитами [9]. Кроме того, повышен-
ный запрос на Treg эффекторной памяти  – ос-

новные клетки с выраженными супрессорными 
свойствами [22] – обусловлен, по-видимому, не-
обходимостью постоянного контроля над перси-
стирующей иммунной активацией, отмечаемой у 
ВИЧ-инфицированных больных [2]. Следует от-
метить, что результативность проявления супрес-
сорных свойств Treg в значительной мере зависит 
от их соотношения с «отвечающими» клетками-
мишенями [1]. Исходя из этого, именно отно-
сительное количество Treg будет иметь значение 
при подавлении активации CD4+Т-клеток, абсо-
лютное число которых существенно сокращается 
при ВИЧ-инфекции. Подтверждением этому мо-
жет быть наличие у ВИЧ-инфицированных лиц, 
как правило, более высокого уровня активации 
CD8+Т-лимфоцитов, чем CD4+Т-клеток [14].

Необходимо отметить, что Treg проявляют су-
прессивную активность не только в отношении 
CD4+Т-клеток, но в том числе и среди CD8+Т-
лимфоцитов и клеток врожденного иммуните-
та [23, 28]. Важным является то, что размер по-
пуляций названных выше клеток значительно 
превосходит численность самих регуляторных 
Т-лимфоцитов. Следовательно, уменьшение аб-
солютного количества Treg предполагает сниже-
ние способности подавления клеток-мишеней 
других популяций. Исходя из вышеизложенного, 
можно заключить, что при ВИЧ-инфекции раз-
мер пула регуляторных Т-клеток, по-видимому, 
является достаточным для контроля над актива-
цией CD4+Т-лимфоцитов, но в то же время его 
может не хватать для сдерживания избыточной 
активации иммунокомпетентных клеток, не от-
носящихся к популяции CD4+Т-лимфоцитов. 
Этим частично можно объяснить повышенный 
уровень активации CD8+Т-лимфоцитов и кле-
ток врожденного иммунитета у больных с дис-
кордантным ответом на АРТ по сравнению с 
таковым у лиц, стандартно отвечающих на лече-
ние [14, 27].
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СОДЕРЖАНИЕ НЕКОТОРЫХ ЦИТОКИНОВ И ХЕМОКИНОВ 
В КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКИМ ГЕПАТИТОМ В  
НА РАННИХ СТАДИЯХ ФИБРОЗА ПЕЧЕНИ
Бацунов О.К.1, 2, Арсентьева Н.А.1, Любимова Н.Е.1, Эсауленко Е.В.1, 3, 
Семенов А.В.1, 2, Тотолян Арег А.1, 2

1 ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Пастера», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный педиатрический медицинский университет» 
Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Гепатит В – инфекционное вирусное заболевание, при котором происходит повреждение 
либо разрушение ткани печени и способное переходить в хроническую форму. При хроническом ге-
патите В (ХГВ) гепатоциты по мере гибели заменяются соединительной тканью, вследствие чего раз-
вивается фиброз, а затем цирроз печени. Ранняя диагностика фиброза печени является актуальной 
задачей при развитии ХГВ. Уже на этом этапе заболевания происходит активация иммунной систе-
мы, которая играет ведущую роль в повреждении печени при ХГВ. Основными регуляторами иммун-
ных процессов выступают цитокины, которые опосредуют межклеточные взаимодействия. Отдель-
ной группой цитокинов являются хемокины – белки клеточной миграции, при ХГВ они отвечают 
за  инфильтрацию ткани печени активированными лейкоцитами. Цитокины и  хемокины являются 
активными участниками фиброгенеза, поэтому они могут служить биомаркерами развития фиброза 
печени, в том числе и на ранних стадиях. Целью настоящего исследования стал анализ содержания 
некоторых цитокинов/хемокинов в  периферической крови больных ХГВ для  поиска потенциаль-
ных биомаркеров начальных стадий фиброза печени. В исследование включено 30 пациентов с под-
твержденным диагнозом «ХГВ» со стадиями фиброза печени F0-F1 по шкале Metavir, 36 пациентов 
с  диагнозом «хронический гепатит С»  (F0-F1) и  37 условно здоровых лиц в  качестве контрольной 
группы. Были определены концентрации следующих цитокинов/хемокинов: IFNγ, TNFα, ССL2/
MCP-1, CCL8/ MCP-2, CCL20/MIP-3α, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL11/I-TAC методом муль-
типлексного анализа по технологии xMAP (Luminex, США). В результате проведенного исследова-
ния установлено, что у пациентов с ХГВ в плазме крови содержание цитокина TNFα и хемокинов 
ССL2/MCP-1, CXCL9/MIG и CXCL10/IP-10 повышено, а хемокина CCL8/MCP-2 – снижено, что 
указывает на  возможность использования этих цитокинов/хемокинов в  качестве биомаркеров по-
вреждения печени при ХГВ. В обследованной группе пациентов с ХГВ не выявлено зависимости кон-
центраций цитокинов и хемокинов в плазме крови от вирусной нагрузки, что может объясняться ее 
низким уровнем. Для цитокинов плазмы крови у пациентов с ХГВ обнаружены корреляции между 
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содержанием TNFα и хемокинов CCL2/MCP-1 и CCL8/MCP-2, чего не наблюдается в контрольной 
группе. В то же время в контрольной группе обнаружена корреляция между содержанием TNFα и хе-
мокина CXCL9/MIG, что не выявлено в группе больных. Для обеих групп обнаружена корреляция 
между содержанием хемокинов CXCL9/MIG и CXCL10/IP-10. На основании данных исследования 
разработан алгоритм, который позволяет установить в качестве причины развития начальной формы 
фиброза F0-F1 хронический гепатит В либо хронический гепатит С по содержанию в плазме крови 
цитокинов IFNγ, ССL2/MCP-1 и CCL8/MCP-2 с диагностической эффективностью 89,4%.

Ключевые слова: цитокины, хемокины, хронический гепатит В, фиброз печени

CONTENT OF CERTAIN CYTOKINES AND CHEMOKINES IN 
BLOOD OF PATIENTS WITH CHRONIC HEPATITIS B IN THE 
EARLY STAGES OF LIVER FIBROSIS
Batsunov O.K.a, b, Arsentieva N.A.a, Lyubimova N.E.a, Esaulenko E.V.a, c, 
Semenov A.V.a, b, Totolyan Areg A.a, b

a Pasteur Research Institute of Epidemiology and Microbiology, St. Petersburg, Russian Federation 
b First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
c St. Petersburg State Pediatric Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Hepatitis B is an infectious viral disease in which damage or destruction of liver tissue occurs, and 
which can turn into a chronic form. In chronic hepatitis B (CHB), hepatocytes are replaced by connective tissue 
as they die, resulting in fibrosis, and then cirrhosis of the liver. Early diagnosis of liver fibrosis is an urgent task 
in the development of CHB. Already at this stage of the disease, the immune system is activated, which plays a 
leading role in liver damage in CHB. The main regulators of immune processes are cytokines, which mediate 
intercellular interactions. A separate group of cytokines are chemokines – proteins of cell migration. In CHB, 
they are responsible for infiltration of liver tissue by activated white blood cells. Cytokines and chemokines are 
active participants in fibrogenesis, so they can serve as biomarkers for the development of liver fibrosis, including 
in the early stages. The purpose of this study was to analyze the content of certain cytokines/chemokines in the 
peripheral blood of patients with CHB in order to search for potential biomarkers of the initial stages of liver 
fibrosis. The study included 30 patients with a confirmed diagnosis of CHB with stages of liver fibrosis F0-F1 
on the Metavir scale, 36 patients with a diagnosis of chronic hepatitis C (F0-F1) and 37 conditionally healthy 
individuals as a control group. Concentrations of the following cytokines/chemokines were determined: IFNγ, 
TNFα, CCL2/MCP-1, CCL8/MCP-2, CCL20/MIP-3a, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL11/I-TAC 
by multiplex analysis using xMAP technology (Luminex, USA). As a result of the study, it was found that in 
patients with CHB, the plasma content of cytokine TNFα and chemokines CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG and 
CXCL10/IP-10 was increased, and the chemokine CCL8/MCP-2 was reduced, which indicates the possibility 
of using these cytokines/chemokines as biomarkers of liver damage in CHB. In the examined group of patients 
with CHB, there was no dependence of the concentrations of cytokines and chemokines in the blood plasma on 
the viral load, which may be explained by its low level. For plasma cytokines in patients with CHB, correlations 
were found between TNFα and CCL2/MCP-1 and CCL8/MCP-2 chemokines , which was not observed in 
the control group. At the same time, in the control group, a correlation was found between the content of 
TNFα and the chemokine CXCL9/MIG, which was not detected in the group of patients. For both groups, 
a correlation was found between the content of CXCL9/MIG and CXCL10/IP-10 chemokines. Based on the 
study data, an algorithm has been developed that allows us to establish chronic hepatitis B or chronic hepatitis 
C as the cause of the initial form of fibrosis F0-F1 in terms of the content of cytokines IFNγ, CCL2/MCP-1 
and CCL8/MCP-2 in blood plasma with a diagnostic efficiency of 89.4%.

Keywords: cytokines, chemokines, chronic hepatitis B, liver fibrosis
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Введение
Гепатит В – инфекционное вирусное заболева-

ние, при котором происходит повреждение либо 
разрушение ткани печени. Риск развития хрони-
ческого заболевания колеблется от  90% у  ново-
рожденных, родившихся от  HBeAg-позитивных 
матерей, до 25-30% у грудных детей и детей в воз-
расте до  5 лет и  составляет менее 10% у  взрос-
лых [4]. Кроме того, вероятность трансформации 
острого вирусного гепатита В в хронический на-
много выше у лиц с иммунодефицитными состо-
яниями [3]. В настоящее время, по данным ВОЗ, 
в  мире насчитывается около 257 млн носителей 
хронического гепатита В  (ХГВ) [8]. Течение за-
болевания  – волнообразное, с  периодическими 
обострениями. По  мере гибели клетки печени 
заменяются соединительной тканью, вследствие 
чего развивается фиброз, а затем цирроз печени. 
В некоторых случаях возможно развитие гепато-
целлюлярной карциномы [4].

Согласно современным представлениям, по-
вреждение печени при ХГВ зависит от интенсив-
ности воспалительных процессов, уровня вире-
мии и  генотипа вируса, при этом ведущую роль 
играет активность иммунной системы [7]. Участ-
никами воспалительного процесса со  стороны 
врожденного иммунитета являются нейтрофилы, 
натуральные киллеры и  локальные фагоциты. 
Реакция адаптивного иммунитета на  вирусную 
инфекцию – развитие таких иммунных ответов, 
как цитотоксический, в результате которого по-
являются специфические цитотоксические клет-
ки, и  гуморальный, с  формированием антител 
к  различным молекулярным структурам виру-
са [6].

В регуляции иммунных процессов принимают 
участие цитокины, специальные пептиды иммун-
ной системы. Отдельную группу цитокинов со-
ставляют хемокины  – молекулы, регулирующие 
клеточную миграцию. Выделяют четыре класса 
хемокинов в зависимости от расположения кон-
сервативных цистеинов в  белковой молекуле: 
CXC, CC, CX3C и  С, где С  обозначает остатки 
цистеина, а Х – любой другой аминокислотный 
остаток, разделяющий цистеины. При развитии 
воспалительных реакций именно они обеспечи-
вают привлечение активированных клеток в очаг 
воспаления [6]. Основными источниками хемо-
кинов в печени являются активированные моно-
циты, клетки Купфера, эндотелиальные клетки 
и гепатоциты [7].

Одной из  актуальных задач ведения больных 
с  ХГВ является мониторинг функционального 
состоянии печени. «Золотым стандартом» диа-
гностики фиброза печени остается пункционная 
биопсия – инвазивный метод, который не может 
быть использован для  динамического наблю-

дения. Для  оценки фиброза также применяют 
неинвазивный метод  – эластометрию печени, 
которая позволяет с относительно высокой точ-
ностью дифференцировать выраженные и тяже-
лые степени фиброза, но не  обладает достаточ-
ной чувствительностью при определении ранних 
стадий процесса. Цитокины принимают участие 
в  фиброгенезе и  потенциально могут служить 
биомаркерами фиброза печени [5]. С  примене-
нием современных методов мультиплексного 
анализа, позволяющего в  короткие сроки про-
анализировать содержание большого спектра 
биомолекул в плазме крови, возможно точное ко-
личественное определение цитокинов и хемоки-
нов, которые могут быть использованы для оцен-
ки активности формирования фиброза [2]. Его 
интенсивность зависит от активности иммунных 
процессов, сопровождающих заболевание, од-
нако их регуляция с помощью цитокинов имеет 
высокую внутреннюю сложность за  счет много-
численных взаимосвязей разных цитокинов, их 
рецепторов и клеток-мишеней. По этой причине 
в  настоящее время иммунопатогенез хрониче-
ского гепатита В не является полностью изучен-
ным. Также мало данных о роли различных цито-
кинов в развитии фиброза при этом заболевании, 
особенно у  пациентов со  слабо выраженными 
клиническими проявлениями.

Целью настоящего исследования стал анализ 
содержания некоторых цитокинов/хемокинов 
в периферической крови больных ХГВ для поис-
ка потенциальных биомаркеров начальных ста-
дий фиброза печени.

Материалы и методы
Настоящее исследование было выполне-

но в  лаборатории молекулярной иммунологии 
ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследо-
вательский институт эпидемиологии и  микро-
биологии имени Пастера» Федеральной службы 
по  надзору в  сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека. На проведение данно-
го исследования было получено согласие Эти-
ческого комитета ФБУН НИИ эпидемиологии 
и микробиологии имени Пастера, протокол № 3 
от 22.11.2016.

Материалом исследования служила перифе-
рическая кровь. Образцы крови забирали в  ва-
куумные пробирки с  антикоагулянтом K2ЭДТА, 
центрифугировали при 1500 об/мин в  течение 
10 мин для  отделения плазмы. Плазму отбира-
ли в  пробирки типа Эппендорф, замораживали 
и хранили при t -80 °C. 

В  исследование были включены 30 пациен-
тов (11 мужчин и  19 женщин) в  возрасте 24-69 
лет с  подтвержденным диагнозом «ХГВ», без 
сопутствующих патологий. Все пациенты про-
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ходили лечение в  Клинической инфекционной 
больнице им. С.П. Боткина, являющейся клини-
ческой базой кафедры инфекционных болезней 
взрослых и  эпидемиологии ФГБОУ ВО  «Санкт-
Петербургский государственный педиатриче-
ский медицинский университет» Минздрава РФ. 
Диагноз был подтвержден обнаружением в  пе-
риферической крови пациентов серологических 
маркеров вируса гепатита В: HBsAg, анти-HBs 
IgG, анти-HBСor IgG, HBeAg, анти-HBe IgG, на-
личием вирусной ДНК. Для определения стадии 
фиброза пациентам проводилась эластометрия 
печени. В  настоящее исследование были вклю-
чены пациенты с начальными стадиями фиброза 
печени (F0-F1 по  шкале Metavir) и  уровнем ви-
русной нагрузки менее 7000 копий/мл.

Группу сравнения составили 36 пациентов 
с  диагнозом «хронический гепатит С»  (ХГС) 
на ранних стадиях фиброза печени (F0-F1), про-
ходивших лечение в  этом же  учреждении, со-
поставимые по  полу и  возрасту с  исследуемой 
группой. Диагноз был подтвержден обнаружени-
ем в периферической крови суммарных антител 
к  вирусу гепатита С  (анти-HCV) и  выявлением 
РНК вируса в крови. 

Контрольная группа включала 37 условно 
здоровых лиц, сопоставимых по полу и возрасту 
с исследуемой группой, у которых отсутствовали 
какие-либо клинико-лабораторные и  морфоло-
гические признаки поражения печени, а  также 
инфекционные и соматические заболевания.

Проведение анализа
Концентрации цитокинов/хемокинов: IFNγ, 

TNFα, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL11/I-
TAC, ССL2/MCP-1, CCL8/MCP-2, CCL20/
MIP-3α определяли с  помощью мультиплекс-
ного анализа по  технологии xMAP (Luminex, 
США) с  использованием тест-систем Milliplex 
MAG Human Cytokine/Chemokine Panel I, II, III 
(Millipore, США), основанных на  магнитных 
микросферах Milliplex Mag, согласно инструк-
циям производителя. Регистрацию и анализ дан-
ных проводили на  приборе Luminex MAGРIX 
(Luminex, США).

Статистическая обработка
Статистическую обработку осуществля-

ли с  применением программ GraphPad Prizm 6 
и  Statistica 8. Для построения деревьев решений 
использовали программу JMP 14. Информатив-
ность диагностических показателей определяли 
методом характеристического (ROC) анализа. 
Полученные данные не  подчинялись нормаль-
ному распределению, поэтому для  оценки вы-
борок использовали методы непараметрической 
статистики, в том числе критерий Манна–Уитни, 
коэффициент корреляции Спирмена. Достовер-
ными считались различия между группами при 

р < 0,01. Результаты представлены в виде медиа-
ны (Ме) и межквартильного размаха (Q0,25-Q0,75). 

Результаты
В результате проведенного анализа в перифе-

рической крови пациентов с хроническими вирус-
ными гепатитами (ХВГ) и условно здоровых лиц 
выявлены достоверные различия в  содержании 
цитокинов TNFα, CXCL9/MIG, CXCL10/ IP- 10, 
ССL2/MCP-1, CCL8/MCP-2 и отсутствие досто-
верных различий в содержании цитокинов IFNγ, 
CXCL11/I-TAC и  CCL20/MIP-3α. Полученные 
результаты определения концентраций цитоки-
нов/хемокинов представлены на рисунке 1.

В  ходе настоящего исследования было по-
казано, что концентрация TNFα в  плаз-
ме крови больных ХГВ была повышена в  1,4 
раза по  сравнению с  группой здоровых доно-
ров (9,7 (6,9-13,6) пг/мл; 6,8 (5,9-8,6) пг/ мл; 
р  =  0,0012). Выявлены повышенные концен-
трации хемокинов: CXCL9/ MIG  – в  3,3 раза 
(1433,0 (700,3-2643,0)  пг/ мл; 441,1 (341,9-806,9); 
р  <  0,0001), CXCL10/IP-10  – в  2,2 раза (405,7 
(312,2-549,5) пг/ мл по сравнению с 183,5 (112,9-
254,7)  пг/ мл; р  <  0,0001), ССL2/MCP-1-в  1,7 
раза (249,5 (183,7-402,2) пг / мл; 143,7 (102,7-
200,4)  пг/ мл; р  <  0,0001); сниженное содер-
жание  – ССL8/ MCP- 2, в  1,6 раза (23,6 (17,8-
37,4)  пг/ мл; 37,8 (29,9-44,3) пг/ мл; р  =  0,0011). 
Для  хемокина CXCL11/I-TAC наблюдается тен-
денция к  повышению: 110,8 (45,7-194,8) пг/мл 
по  сравнению с  77,9 (57,7-124,2)  пг/ мл, p  =  0,4 
у здоровых доноров, а для CCL20/MIP-3α – тен-
денция к снижению: 9,3 (7,7 -17,4) пг/мл по срав-
нению с  12,9 (9,8-15,9) пг/мл, p  =  0,2 у  здоро-
вых доноров. Концентрация IFNγ у  пациентов 
с ХГВ с начальными стадиями фиброза не отли-
чалась от  таковой у  здоровых доноров (4,8 (3,2-
8,3) пг/ мл; 5,1 (2,9-9,7) пг/мл).

Чтобы проанализировать взаимосвязи между 
исследованными цитокинами и  хемокинами, 
был проведен корреляционный анализ между 
ними в группе больных ХГВ и в группе условно 
здоровых лиц. Значимые корреляции представ-
лены в таблице 1.

Для  цитокинов периферической крови у  об-
следованной группы пациентов обнаружены кор-
реляции между содержанием TNFα и хемокинов 
CCL2/MCP-1 и CCL8/MCP-2, чего не наблюда-
ется в контрольной группе. В то же время в кон-
трольной группе обнаружена корреляция между 
содержанием TNFα и  хемокина CXCL9/MIG, 
что не  выявлено в  группе больных. Для  обеих 
групп обнаружена корреляция между содержани-
ем хемокинов CXCL9/MIG и CXCL10/IP-10.

Таким образом, у больных ХГВ F0-F1 выявле-
но пять цитокинов/хемокинов, значения которых 
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достоверно отличались от значений контрольной 
группы. Для того чтобы ответить на вопрос, явля-
ются ли эти цитокины специфичными для ХГВ, 
данные показатели сравнили со  значениями 
у  больных ХГС. Выявлено различие в  содержа-
нии CCL8/MCP-2 в плазме крови с достоверно-
стью p < 0,0001 и тенденция к увеличению кон-

центрации CCL2/MCP-1 и CXCL9/MIG в группе 
пациентов ХГВ по сравнению с ХГС с достовер-
ностью p < 0,05. Для оценки возможности разде-
ления пациентов ХГВ и ХГС на ранних стадиях 
фиброза по  уровню хемокинов в  плазме крови 
были построены ROC-кривые, представленные 
на рисунке 2.

Рисунок 1. Концентрации некоторых цитокинов и хемокинов в периферической крови пациентов с ХГВ и ХГС 
со стадиями фиброза печени F0-F1 и здоровых доноров (ЗД)
Figure 1. Concentrations of certain cytokines and chemokines in the peripheral blood of patients with CHB and CHC with F0-F1 
fibrosis stages and healthy donors (HD)
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Рисунок 2. ROC-кривые, характеризующие зависимость чувствительности и специфичности исследованных 
цитокинов и хемокинов при сравнении групп пациентов со стадиями фиброза печени F0-F1, с указанием площади 
под кривой (AUC, area under ROC curve)
Figure 2. ROC-curves that characterize the dependence of the sensitivity and specificity of the studied cytokines and chemokines 
when comparing groups of patients with stages of liver fibrosis F0-F1, indicating the area under the curve
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ТАБЛИЦА 1. КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ ВЗАИМОСВЯЗИ ИЗМЕРЕННЫХ ЦИТОКИНОВ И ХЕМОКИНОВ В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКИМ ГЕПАТИТОМ В И У ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ

TABLE 1. CORRELATIONS OF MEASURED CYTOKINES AND CHEMOKINES IN PERIPHERAL BLOOD IN PATIENTS WITH 
CHRONIC HEPATITIS B AND IN HEALTHY DONORS

Цитокин/хемокин
Cytokine/chemokine

ХГВ, r
CHB, r p Доноры, r

Donors, r p

TNFα CCL2/MCP-1 0,75 < 0,0001 - -
CCL8/MCP-2 0,57 0,0011 - -
CXCL9/MIG - - 0,59 0,0001

CXCL9/MIG CXCL10/IP-10 0,56 0,0014 0,57 0,0003

Примечание. r – коэффициент ранговой корреляции Спирмена.

Note. r - Spearman's rank correlation coefficient.
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Результаты ROC-анализа показали, что 
ни  один из  цитокинов/хемокинов по  отдельно-
сти не  обладает достаточной специфичностью 
и  чувствительностью, а  максимальное значение 
площади под кривой выявляется для  хемокина 
CCL8/MCP-2 и равно 0,79, однако не достигает 
порогового значения 0,8. Вследствие этого было 
принято решение оценить комбинацию цито-
кинов в  качестве биомаркеров, способных оха-
рактеризовать группы пациентов с  ХГВ и  ХГС 
на ранних стадиях фиброза. Для этого был при-
менен метод многомерного статистического 
анализа данных деревьев решений. Полученный 
алгоритм дифференциальной диагностики при-
чины начальной стадии фиброза печени при хро-
нических вирусных гепатитах представлен на ри-
сунке 3.

В результате анализа были получены следую-
щие пороговые значения для  дифференциации 
причины развития начальной формы фиброза 
между хроническим гепатитом В и хроническим 
гепатитом С: CCL2/MCP-1 – 245,3 пг/мл, CCL8/
MCP-2 – 21,5 и 28,0 пг/мл, IFNγ – 2,5 пг/мл. Их 
использование позволяет достигнуть диагности-
ческой эффективности в 89,4%, что говорит о хо-
рошем качестве выбранной модели. 

Обсуждение
Обследованная группа больных ХГВ включала 

пациентов с низкой вирусной нагрузкой и мини-

мальной степенью повреждения печени, однако 
содержание TNFα в группе больных было повы-
шено по сравнению с группой условно здоровых 
доноров, что свидетельствует об  активации им-
мунных процессов.

Обнаруженная положительная корреляция 
TNFα и  CCL2/MCP-1 ранее была описана при 
различных заболеваниях, например при раке 
простаты или при развитии постменопаузально-
го остеопороза [13, 14]. Наличие у CCL2/MCP-1 
двух эффектов – привлечение в очаг воспаления 
моноцитов и  поляризация Т-хелперов от  наив
ных к  Т-хелперам второго типа посредством 
индукции синтеза IL-4 [14],  – скорее, указыва-
ет на  ведущую роль этого хемокина в  первич-
ном распознавании патогена и выборе варианта 
иммунного ответа. Следовательно, повышение 
CCL2/MCP-1 является маркером ранней акти-
вации иммунной системы, в то время как повы-
шение TNFα  – маркер уже сформированного 
ответа. В патогенезе хронической инфекции эти 
состояния тесно соседствуют, чем, возможно, 
объясняется обнаруженная корреляция.

Известно, что ССL8/MCP-2 является хемо-
таксическим фактором для  моноцитов/макро-
фагов, Т-хелперов первого типа и  натуральных 
киллеров. В плазме крови обследованной группы 
пациентов показано его снижение. Кроме других 
эффектов, он опосредует миграцию этих кле-
ток в  область желчных протоков и  портальных 

Рисунок 3. Алгоритм разделения пациентов с ХВГ на стадиях фиброза печени F0-F1 по содержанию цитокинов 
CCL2/MCP-1, CCL8/MCP-2 и IFNγ
Figure 3. Algorithm for separating patients with chronic viral hepatitis (CVH) at the stages of liver fibrosis F0-F1 by the content of 
cytokines CCL2/MCP-1, CCL8/MCP-2 and IFNγ
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≥ 21.5 pg/ml
ХГС и ХГВ

CHC and CHB

CCL2/MCP-1

< 28,0 пг/мл
< 28.0 pg/ml
ХГВ / CHB

≥ 28,0 пг/мл
≥ 28.0 pg/ml
ХГС / CHС

< 2,54 пг/мл
< 2.54 pg/ml
ХГС / CHС

≥ 2,54 пг/мл
≥ 2.54 pg/ml
ХГB / CHB

CCL8/MCP-2

CCL8/MCP-2 IFNγ
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трактов при воспалении [2]. Можно предполо-
жить, что его пониженное содержание у больных 
ХГВ на ранних стадиях фиброза печени связано 
с  действием иммуносупрессорных механизмов, 
препятствующих разрушению печени в  стадии 
интеграции. С другой стороны, естественным ан-
тагонистом CCR3, одного из  рецепторов ССL8/
MCP-2, является хемокин CXCL11/I-TAC [11], 
концентрация которого была повышена у паци-
ентов с ХГВ, что также может обуславливать сни-
жение эффективности данного хемокина. При 
этом для ССL8/MCP-2 обнаружена положитель-
ная корреляция с уровнем TNFα.

Хемокин CCL20/MIP-3α активирует мигра-
цию незрелых дендритных клеток и  Т-клеток 
памяти [9]. Ранее нами была установлена прямая 
связь между содержанием CCL20/MIP-3α и  тя-
жестью фиброза печени у больных хроническим 
вирусным гепатитом С  [2]. В  исследованной 
группе больных с ХГВ не обнаружено достовер-
ных отклонений уровня этого хемокина, что мо-
жет быть связано с  отсутствием фиброза у  этих 
пациентов.

Хемокины CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 и 
CXCL11/I-TAC являются IFNγ-зависимыми [12]. 
В  нашей работе эта взаимосвязь подтверждает-
ся выявленной положительной корреляцией их 
концентраций для группы условно здоровых до-
норов. Для  группы пациентов наблюдается от-
сутствие корреляционных зависимостей между 
IFNγ и  этими хемокинами. Концентрация IFNγ 
у пациентов не отличалась от значений контроль-
ной группы, поэтому отсутствие указанных взаи-
мосвязей может свидетельствовать о нарушении 
иммунных взаимодействий в результате иммуно-
супрессивного действия вируса и его антигенов. 

Группа IFNγ-зависимых хемокинов CXCL9/
MIG, CXCL10/IP-10 и CXCL11/I-TAC опосреду-
ют миграцию активированных клеток. Выделяе-
мый дендритными клетками CXCL10/IP-10 при-
влекает T-хелперы первого типа в  лимфоузлы, 
а  CXCL9/MIG, наоборот,  – в  очаг воспаления. 
При этом оба хемокина участвуют в привлечении 
в  очаг воспаления активированных эффектор-
ных клеток  – цитотоксических Т-лимфоцитов 
и  натуральных киллеров. У  пациентов с  ХГВ 
с  фиброзом F0-F1 и  низкой вирусной нагруз-
кой обнаружено отсутствие повышения IFNγ 
в сочетании с повышенными уровнями CXCL9/
MIG и  CXCL10/IP-10. Описанные в  литературе 
свойства этих хемокинов позволяют предполо-
жить, что они участвуют в  выборе типа иммун-
ного ответа и  его тонкой регуляции [1, 10]. По-
вышение содержания хемокинов CXCL9/MIG 
и CXCL10/IP-10 в плазме периферической крови 
указывает на  активацию иммунных процессов, 

тогда как  другие признаки воспаления или  по-
вреждения печени выражены слабо. Ввиду того, 
что разрушение печени при ХГВ связано именно 
с  активной деятельностью иммунной системы, 
эти хемокины могут выступать потенциальными 
маркерами прогрессирования развития фиброза.

В обследованной группе больных ХГВ не вы-
явлено зависимости концентраций цитокинов 
и хемокинов в плазме крови от вирусной нагруз-
ки, что может объясняться ее низким уровнем.

Ранее нами было показано увеличение кон-
центраций TNFα, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 
и ССL2/MCP-1 в плазме крови больных ХГС [2], 
что также происходит при ХГВ. Сравнение уров-
ней исследованных цитокинов у пациентов с ХГВ 
и  ХГС выявило различие в  содержании CCL8/
MCP-2, а  также тенденцию к  увеличению кон-
центрации CCL2/MCP-1 и CXCL9/MIG при ХГВ 
по сравнению с ХГС. Эти результаты указывают 
на  возможные различия иммунных механизмов 
сдерживания активности вирусов гепатитов С  и 
В. Несмотря на  обнаруженные значимые отли-
чия содержания хемокина CCL8/MCP-2 у паци-
ентов с  ХГВ и  ХГС, площадь под ROC-кривой 
для него равна 0,79, что не позволяет достоверно 
разделить группы больных по  этому параметру. 
Однако использование нескольких цитокинов 
(IFNγ, ССL2/MCP-1 и  CCL8/MCP-2) позволя-
ет построить дерево решений с диагностической 
эффективностью 89,4%.

Заключение
В результате проведенного исследования уста-

новлено, что у  пациентов с  диагнозом «хрони-
ческий гепатит В» на ранних стадиях фиброза 
печени при низкой вирусной нагрузке, несмо-
тря на отсутствие или слабое проявление клини-
ческих признаков заболевания, в  плазме крови 
обнаружено повышенное содержание цитокина 
TNFα и  хемокинов ССL2/MCP-1, CXCL9/MIG 
и CXCL10/IP-10 и пониженное – CCL8/MCP- 2, 
что указывает на  возможность использования 
указанных параметров в  качестве биомаркеров 
повреждения печени при хроническом гепа
тите В.

На основании полученных данных разработан 
алгоритм, который позволяет дифференцировать 
в  качестве причины развития начальной стадии 
фиброза печени (F0-F1) хронический гепатит В 
либо хронический гепатит С на основании опре-
деления уровня цитокинов IFNγ, ССL2/MCP-1 
и CCL8/MCP-2 в плазме крови.
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ЛОКАЛЬНАЯ И СИСТЕМНАЯ ПРОДУКЦИЯ 45 
ЦИТОКИНОВ ПРИ ОСЛОЖНЕННОЙ ПРОЛИФЕРАТИВНОЙ 
ДИАБЕТИЧЕСКОЙ РЕТИНОПАТИИ
Нероев В.В., Зайцева О.В., Балацкая Н.В., Лазутова А.А.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр глазных болезней имени Гельмгольца» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Диабетическая ретинопатия (ДР) имеет многофакторную природу с участием множества 
цитокинов и факторов роста. Изучение уровней цитокинов в биологических жидкостях представля-
ется актуальным с целью углубленного понимания патогенеза заболевания. Цель работы – сравни-
тельный анализ системных (сыворотка крови (СК)) и локальных (стекловидное тело (СТ)) уровней 
45 цитокинов у пациентов с осложненной пролиферативной ДР, а также при различных особенностях 
клинической картины заболевания. Содержание цитокинов протестировано в 53 пробах СК и 32 про-
бах СТ 53 пациентов с сахарным диабетом 1-го и 2-го типа с тяжелым течением пролиферативной ДР. 
Использовали метод мультиплексного анализа на платформе хMAP в программе Luminex xPONENT 
3.1, с помощью наборов 45 plex (ProcartaPlex, eBioscience, Австрия). В пределах уровней чувствитель-
ности тест-системы в значительном количестве тест-проб СК выявлялись 25, а СТ – 27 цитокинов. 
В пробах СТ средние уровни 7 медиаторов – IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, HGF, LIF и VEGF-A – ока-
зались достоверно выше, чем в  СК, что является доказательством их локальной интраокулярной 
продукции. Показаны корреляционные связи между содержанием в СТ ростового фактора VEGF-A 
и ряда цитокинов, в том числе участвующих в воспалительных реакциях, что свидетельствует о вза-
имосвязи звеньев патогенеза: воспаления и неоангиогенеза. Определены особенности интраокуляр-
ного содержания цитокинов при различных проявлениях диабетических изменений глаз. Показана 
связь гемофтальма с повышением IL-8 и IP-10, рубеоза радужки – с повышением LIF, активности 
пролиферативной ДР – с увеличением MCP-1, крайне тяжелых изменений – с ростом IL-6 и EGF. 
Тестирование цитокинов в биологических жидкостях информативно при изучении механизмов вос-
паления, неоангиогенеза, а также защитных реакций в патогенезе ДР.
Ключевые слова: сахарный диабет, диабетическая ретинопатия, тракционная отслойка сетчатки, гемофтальм, рубеоз 
радужки, патогенез, цитокины, стекловидное тело, сыворотка крови

LOCAL AND SYSTEMIC PRODUCTION OF 45 CYTOKINES IN 
COMPLICATED PROLIFERATIVE DIABETIC RETINOPATY 
Neroev V.V., Zaytseva O.V., Balatskaya N.V., Lazutova A.A.
Helmholtz National Medical Research Center of Eye Diseases, Moscow, Russian Federation

Abstract. Diabetic retinopathy (DR) is multifactorial by its origin, involving many cytokines and growth 
factors. Studies of cytokine levels in biological fluids seem to be relevant for an in-depth understanding of 
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the disease pathogenesis. The purpose of the work was a comparative analysis of 45 cytokines at systemic 
(blood serum (BS)) and local (vitreous humor (VH)) levels in the patients with complicated proliferative DR, 
showing various features of the clinical pattern. The content of cytokines was tested in 53 samples of BS and 
32 samples of VH in 53 patients with type 1 and type 2 diabetes mellitus with severe proliferative DR. We used 
the multiplex analysis technique by means of xMAP platform and Luminex xPONENT 3.1 program using 
45-plex sets (Procarta Plex «eBioscience», Austria). 25 cytokines were detected at significant amounts in BS 
test samples, and 27 cytokines were revealed in VH specimens. Sensitivity limits of the test system allowed 
to find significantly higher levels of 7 cytokines (IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, HGF, LIF and VEGF-A) in 
VH samples, than in the BS, thus indicating to their local intraocular production. Correlations between the 
contents of VEGF-A growth factor and amounts of cytokines, including those involved in inflammatory 
reactions, are shown in VH, thus presuming the interrelation of pathogenetic components, i.e., inflammation 
and neoangiogenesis. The features of intraocular cytokine content were determined for various manifestations 
of diabetic ocular changes. Hemophthalmus has been shown to be associated with increased IL-8 and IP-10; 
iris rubeosis, with increase in LIF; proliferative DR activity was associated with higher MCP-1 levels, and 
extremely severe changes were related to increase in IL-6 and EGF. Testing of cytokines in biological fluids 
is informative when studying the mechanisms of inflammation, neoangiogenesis, and protective responses in 
pathogenesis of diabetic retinopathy.

Keywords: diabetes mellitus, diabetic retinopathy,  tractional retinal detachment, hemophthalmus, iris rubeosis, pathogenesis, 
cytokines, vitreous humor, blood serum

Введение
Диабетическая ретинопатия (ДР)  – тяжелое 

позднее микрососудистое осложнение сахарного 
диабета (СД), одна из  ведущих причин слепоты 
и слабовидения в мире среди лиц трудоспособно-
го возраста. По заключению Всемирной органи-
зации здравоохранения ДР занимает 5-ое место 
в мире среди причин слабовидения и 4-ое – среди 
причин слепоты пациентов. 2,6% людей в  мире 
слепы вследствие ДР [7].

В  Российской Федерации общая заболевае-
мость ДР составляет 303,5 на 100 тысяч взросло-
го населения. ДР диагностирована у 7,8% людей 
с СД. В нозологической структуре инвалидности 
по зрению доля глазных осложнений СД дости-
гает 8% [3].

Патогенез глазных микрососудистых измене-
ний при СД крайне сложен и во многих аспектах 
остается до  конца не изученным. Важная роль 
в  нем отводится нарушению продукции цито-
кинов и  факторов роста. Именно они являются 
биологически активными молекулами, опосре-
дующими основные звенья патогенеза ДР – нео-
ангиогенез, воспаление и, по последним данным, 
нейродегенерацию [31, 35].

Изучение цитокинов в  биологических сре-
дах глаза представляется актуальным с  целью 
более углубленного понимания патогенеза ДР. 
В  литературе представлено значительное число 
публикаций, посвященных оценке локальной 
и системной продукции цитокинов при ДР, диа-
бетическом макулярном отеке. Однако большин-
ство работ посвящены исследованиям отдельных 
иммуномедиаторов, хемокинов и  факторов ро-
ста. Было обнаружено значительное повышение 
уровней провоспалительных цитокинов IL-6 

и  IL-8 в  стекловидном теле (СТ) по  сравнению 
с  сывороткой крови (СК), что свидетельству-
ют о  преимущественно локальном воспалении 
при пролиферативной диабетической ретинопа-
тии (ПДР) [21], а также увеличение содержания 
IL- 17, TNFα и  вазопролиферативного фактора 
роста VEGF-Ав СТ и СК у пациентов с ПДР [25], 
повышенные уровни воспалительных цитоки-
нов [28] и других активных молекул.

В то же время лишь в ограниченном числе ра-
бот сделан акцент на комплексном изучении па-
нелей цитокинов (одновременном определении 
от  20 до  50 молекул в  тест-пробе) и  сопостави-
тельном анализе локальных и системных уровней 
данных белков [11, 16, 33, 38]. В единичных пуб
ликациях представлена оценка уровней цитоки-
нов в сопоставлении с особенностями клиниче-
ской картины заболевания.

Комплексное исследование панели цитоки-
нов с  различными биологическими функциями 
в жидкостных средах глаза и крови представляет-
ся крайне актуальным с точки зрения системати-
ческого подхода к изучению молекулярных меха-
низмов патогенеза заболевания.

Цель работы  – провести сравнительный ана-
лиз системных (СК) и локальных (СТ) уровней 45 
цитокинов: IL-1α, IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL- 5, 
IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL- 13, 
IL-15, IL-17A, IL-18, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, 
IL-31, IFNα, IFNγ, TNFβ, TNFα, GRO-α, IP- 10, 
SDF-1α, MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, RANTES, 
Eotaxin, GM-CSF, NGF-β, BDNF, EGF, FGF- 2, 
HGF, LIF, PDGF-BB, PIGF-1, SCF, VEGF-A, 
VEGF-D у пациентов с осложненной ПДР, а так-
же при различных особенностях клинической 
картины заболевания.
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Материалы и методы
Обследованы 53 пациента с СД 1-го и 2-го типа 

с тяжелым течением ПДР. Среди них 37 женщин 
и 16 мужчин. Достоверных отличий по полу, воз-
расту, давности заболевания СД, уровню HbA1c 
выявлено не было.

Пациенты проходили стандартное офтальмо-
логическое обследование в условиях отдела по из-
учению патологии сетчатки и зрительного нерва 
ФГБУ «НМИЦ ГБ им. Гельмгольца» Минздрава 
России, включавшее визометрию (без коррек-
ции, с максимальной коррекцией), тонометрию, 
биомикроскопию, осмотр глазного дна в услови-
ях мидриаза, ультразвуковое А-В-сканирование, 
фундусфоторегистрацию (при возможности), 
оптическую когерентную томографию сетчатки 
(при возможности).

У  всех пациентов этой группы, по  данным 
клинического обследования, были выявлены 
рецидивирующий и/или  организовавшийся ге-
мофтальм и/или тракционная отслойка сетчатки 
как  минимум на  одном глазу на  фоне тяжелых 
диабетических изменений сетчатки. Осложнен-
ный характер ПДР на обоих глазах был отмечен 
у 42 больных (79%).

На  32 глазах 32 пациентов проводилось хи-
рургическое вмешательство, включавшее ми-
кроинвазивную субтотальную витрэктомию, 
швартэктомию, эндолазеркоагуляцию сетчатки, 
эндотампонаду силиконовым маслом по  стан-
дартной трехпортовой методике. 

Забор крови с целью получения образцов СК 
осуществляли до каких-либо манипуляций. Про-
бы СТ забирались непосредственно в начале хи-
рургического вмешательства. Забор биологиче-
ских жидкостей проводился с согласия пациента 
после разъяснения целей исследования.

Иммунологические исследования проводи-
лись на базе отдела иммунологии и вирусологии 
ФГБУ «НМИЦ ГБ им. Гельмгольца» Минздрава 
России. 

Все биопробы до  исследования хранились 
при температуре -70  °С. Концентрацию цито-
кинов определяли методом мультиплексного 
анализа на  платформе хMAP (прибор MAGPIX, 
Luminex Corporation, США) в  программе 
Luminex xPONENT 3.1, с  помощью наборов 45 
plex (ProcartaPlex, eBioscience, Австрия). 

В пробах биологических жидкостей определя-
ли содержание 45 цитокинов: IL-1α, IL- 1β, IL- 1ra, 
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL- 10, 
IL- 12p70, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-18, IL- 21, 
IL- 22, IL-23, IL-27, IL-31, IFNα, IFNγ, TNFβ, 
TNFα, GRO-α, IP-10, SDF-1α, MCP- 1, MIP-1α, 
MIP-1β, RANTES, Eotaxin, GM- CSF, NGF-β, 
BDNF, EGF, FGF-2, HGF, LIF, PDGF- BB, 
PIGF- 1, SCF, VEGF-A, VEGF-D.

Статистический анализ проводили с  исполь-
зованием программы Statistica 12.0 (StatSoft Inc., 
США). Учитывая распределение части пара-
метров, отличное от  нормального, сравнитель-
ный анализ проводился непараметрическими 
методами. Показатели содержания цитокинов 
в  биологических жидкостях группы пациентов 
представлены в формате: Мe (Q0,25-Q0,75), где Мe – 
медиана, Q0,25 и  Q0,75%  – квартили. В  качестве 
дополнительной информации для  оценки цен-
тральной тенденции, заключающейся в  незна-
чительной разнице медианы и  среднего значе-
ния количественных признаков, данные также 
представлены в формате: М±m, где М – среднее 
значение, m – стандартная ошибка среднего зна-
чения. Для  сравнения показателей двух незави-
симых выборок применялась Z-аппроксимация 
U-критерия Манна–Уитни. Корреляционный 
анализ проводился с  использованием непара-
метрического рангового r-коэффициента Спир-
мена, а  критический уровень значимости при 
проверке статистических гипотез принимался 
равным р < 0,05.

Результаты
Содержание цитокинов определялось в  53 

тест-пробах СК и 32 образцах СТ. 
В  пределах нижнего и  верхнего уровней чув-

ствительности тест-системы в  значительном 
количестве тест-проб СК выявлялись 25 ци-
токинов: IL-2, IL-7, IL-8, IL-15, IFNα, TNFα, 
GRO-α, IP- 10, SDF-1α, MCP-1, MIP-1α, MIP- 1β, 
RANTES, Eotaxin, NGF-β, BDNF, EGF, FGF- 2, 
HGF, LIF, PDGF-BB, PIGF-1, SCF, VEGF-A, 
VEGF-D. Уровни остальных медиаторов находи-
лись ниже предела минимальной чувствительно-
сти тест-системы либо выявлялись в небольшом 
количестве образцов, что делало невозможным 
проведение статистического анализа.

В  образцах СТ в  пределах нижней и  верхней 
границ чувствительности метода определялись 
те же цитокины, а также IL-6, IL-1ra – всего 27 
соединений.

Средние показатели цитокинов в  образцах 
биологических жидкостей представлены в  таб
лице 1.

В пробах СТ средние уровни 11 цитокинов – 
IL-2, SDF-1α, MIP-1β, RANTES, Eotaxin, NGF-β, 
BDNF, EGF, FGF-2, PDGF-BB, PIGF- 1 – оказа-
лись достоверно ниже, чем в СК.

В то же время показатели 7 цитокинов – IL-6, 
IL-8, IP-10, MCP-1, HGF, LIF и VEGF-A – в про-
бах СТ статистически значимо превышали тако-
вые в  СК, что свидетельствует об  их локальной 
интраокулярной продукции.

Корреляционный анализ выявил достоверную 
положительную связь между уровнями ростового 
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фактора VEGF-A и IL-6, IFNα, BDNF, HGF, LIF, 
PDGF-BB, VEGF-D, а также отрицательную кор-
реляционную связь с IP-10 в пробах СТ (табл. 2).

Сравнительный анализ системных уровней 
цитокинов (в СК) в подгруппах пациентов, сфор-
мированных в зависимости от особенностей кли-
нической картины, осложненной ПДР, не  вы-
явил каких-либо достоверных отличий. 

Однако были обнаружены определенные осо-
бенности интраокулярного содержания цитоки-
нов при различных проявлениях диабетических 
изменений глаз (табл. 3).

Достоверных связей между содержанием ци-
токинов в СТ и формированием фиброзных про-
лиферативных мембран обнаружено не было. 

С целью углубленного субанализа была выде-
лена подгруппа глаз с  крайне тяжелыми прояв-
лениями осложненной ПДР: сочетанием гемоф-
тальма и  массивной фиброзной пролиферации, 
приводящей к  тракционной отслойке сетчатки. 

В  данной подгруппе в  СТ отмечены достовер-
но более высокие уровни IL-6 (92,89±14,48; 
Me  82,87 (47,64-120,07)) в  сравнении с  глазами 
с  изолированными гемофтальмом либо тракци-
онной отслойкой сетчатки (80,70±35,19; Me 40,27 
(25,77-77,21); р = 0,02; U = 2,22), а также уровни 
EGF (6,38±0,74; Me 5,70 (4,19-7,18) и 9,81±1,17; 
Me 7,74 (5,76-13,45) соответственно; р  =  0,01; 
U = 2,32). 

Обсуждение 
Из  протестированных 45 цитокинов в  преде-

лах нижнего и  верхнего уровней чувствитель-
ности тест-системы в  значительном количестве 
тест-проб СК выявлялись 25 молекул: IL-2, 
IL-7, IL-8, IL-15, IFNα, TNFα, GRO-α, IP-10, 
SDF- 1α, MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, RANTES, 
Eotaxin, NGF-β, BDNF, EGF, FGF-2, HGF, LIF, 
PDGF- BB, PIGF-1, SCF, VEGF-A, VEGF-D. 
В образцах СТ в пределах нижней и верхней гра-

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ (пг/мл) В СТ И СК ПАЦИЕНТОВ С ОСЛОЖНЕННОЙ ПДР
TABLE 1. CONTENT OF CYTOKINES (pg/ml) IN VH AND BS OF PATIENTS WITH COMPLICATED PDR

Цитокины
Cytokines 

Уровни в СТ
Levels in VH

Уровни в СК
Levels in BS

Достоверность отличий
Significance of differences

IL-2
6,06±0,31

5,64 (5,27-7,09)
n = 17

9,09±0,81
7,95 (6,45-10,22)

n = 21

р = 0,002
U = -3,04

IL-6
70,32±9,23

69,41 (28,81-98,20)
n = 31

неприменимо*
not applicable*

TNFα
8,81±1,22

7,83 (6,51-10,38)
n = 7

8,95±0,82
8,53 (6,44-12,04)

n = 10

р = 0,95
U = 0,06

IFNα
2,84±0,73

2,85 (1,36-4,32)
n = 8

1,36±0,14
1,53 (0,99-1,53)

n = 8

р = 0,22
U = 1,21

IL-15
8,55±1,92

5,99 (3,65-13,37)
n = 7

19,73±7,55
8,52 (8,04-30,68)

n = 8

р = 0,32
U = -0,98

IL-1ra
225,82±56,42

187,98 (111,22-321,46)
n = 8

неприменимо*
not applicable*

IL-7
49,03±11,98

10,89 (3,44-69,82)
n = 32

35,55±5,11
35,30 (1,97-58,35)

n = 44

р = 0,64
U = 0,45

Eotaxin
19,48±1,97

17,42 (10,74-26,23)
n = 32

226,51±24,47
209,97 (65,83-328,37)

n = 53

р < 0,0001
U = -6,54

GRO-α
37,02±10,65

23,98 (15,85-43,24)
n = 17

18,36±2,42
15,67 (9,79-23,94)

n = 26

р = 0,10
U = 1,63

IL-8
141,02±36,38

75,43 (28,66-151,54)
n = 27

15,72±3,77
20,43 (4,74-20,56)

n = 8

р = 0,004
U = 2,87
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Цитокины
Cytokines 

Уровни в СТ
Levels in VH

Уровни в СК
Levels in BS

Достоверность отличий
Significance of differences

IP-10
208,26±26,21

214,12 (78,27-279,38)
n = 32

39,92±4,62
29,09 (18,83-43,96)

n = 52

р < 0,0001
U = 6,01

MCP-1
2102,58±290,26

1850,25 (805,05-3393,03)
n = 30

254,84±27,36
201,58 (79,06-405,34)

n = 50

р < 0,0001
U = 6,19

MIP-1α
14,99±1,79

15,34 (5,90-23,37)
n = 27

25,95±4,21
17,77 (14,31-22,82)

n = 45

р = 0,15
U = -1,41

MIP-1β
58,59±9,16

72,72 (14,75-89,24)
n = 22

189,98±14,98
198,79 (90,12-287,69)

n = 43

р < 0,0001
U = -4,84

SDF-1α
160,06±14,19

166,58 (102,06-218,05)
n = 32

290,50±30,34
215,68 (160,30-302,72)

n = 50

р = 0,002
U = -2,98

RANTES
27,63±1,91

28,33 (23,23-33,36)
n = 14

194,64±20,73
184,47 (53,16-299,94)

n = 50

р < 0,0001
U = -5,22

NGF-β
13,01±0,88

12,97 (10,84-14,93)
n = 22

32,62±2,47
29,76 (24,84-34,32)

n = 42

р < 0,0001
U = -5,83

BDNF
4,11±0,31

4,15 (2,69-5,01)
n = 24

1284,25±160,76
843,42 (272,23-2154,70)

n = 51

р < 0,0001
U = -6,94

EGF
8,09±0,75

6,65 (5,29-11,52)
n = 30

72,07±9,59
53,21 (20,25-131,47)

n = 42

р < 0,0001
U = -6,16

FGF-2
12,36±1,87

12,64 (7,02-18,02)
n = 12

33,52±7,81
23,68 (10,01-52,19)

n = 12

р = 0,02
U = -2,28

HGF
4662,72±581,37

4369,01 (2032,51-6326,35)
n = 29

144,63±12,27
142,12 (69,86-194,55)

n = 51

р < 0,0001
U = 7,39

LIF
64,17±7,83

51,95 (34,81-88,06)
n = 32

11,49±1,11
10,80 (6,75-12,91)

n = 35

р < 0,0001
U = 6,66

PDGF-BB
197,20±63,32

22,64 (13,23-357,75)
n = 24

454,14±54,78
309,44 (189,86-517,51)

n = 51

р < 0,0001
U = -4,02

PIGF-1
13,06±1,53

11,56 (7,62-7,52)
n = 24

93,74±15,76
36,63 (26,44-139,61)

n = 46

р < 0,0001
U = -5,63

SCF
15,22±1,34

14,29 (8,55-20,46)
n = 32

17,66±3,54
11,83 (6,16-20,39)

n = 34

р = 0,35
U = 0,92

VEGF-A
1575,23±198,75

1262,50 (771,62-2182,17)
n = 30

377,78±49,73
260,44 (110,05-550,27)

n = 46

р < 0,0001
U = 5,92

VEGF-D
8,70±1,03

7,34 (3,64-12,95)
n = 30

8,64±1,12
9,17 (6,13-11,31)

n = 8

р = 0,80
U = -0,25

Примечание. * – ниже предела минимальной чувствительности тест-системы либо в небольшом количестве 
образцов.

Note. *, below the minimum sensitivity limitof the test system or in a small number of samples.
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ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННАЯ СВЯЗЬ МЕЖДУ ЦИТОКИНАМИ В СТ
TABLE 2. CORRELATION BETWEEN CYTOKINES IN VH

Цитокины
Cytokines IL-6 IFNαα BDNF HGF LIF PDGF-BB VEGF-D IP-10

VEGF-A r = 0,48
p < 0,05

r = 0,82
p < 0,05

r = 0,67
p < 0,05

r = 0,45
p < 0,05

r = 0,41
p < 0,05

r = 0,57
p < 0,05

r = 0,47
p < 0,05

r = -0,36
p < 0,05

ТАБЛИЦА 3. СРЕДНИЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЦИТОКИНОВ В СТ, ДОСТОВЕРНО ОТЛИЧАЮЩИЕСЯ В ПОДГРУППАХ 
С РАЗЛИЧНЫМИ ОСОБЕННОСТЯМИ КЛИНИЧЕСКОЙ КАРТИНЫ, ОСЛОЖНЕННОЙ ПДР
TABLE 3. AVERAGE CYTOKINES IN VH SIGNIFICANTLY DIFFERING IN SUBGROUPS WITH DIFFERENT FEATURES OF THE 
CLINICAL PICTURE COMPLICATED PDR

Цитокины
Cytokines

Особенности клинической картины
Features of the clinical picture Достоверность отличий

Significance of differencesГемофтальм -
Hemophthalmus -

Гемофтальм +
Hemophthalmus +

IL-8
37,67±13,63

21,42 (5,79-79,39)
(n = 7)

298,060±126,989
111,11 (43,81-300,71)

(n = 20)

р = 0,01
U = -2,46

IP-10
140,37±42,63

114,79 (46,83-181,13)
(n = 10)

279,37±48,92
244,06 (143,64-303,85)

(n = 22)

р = 0,04
U = -2,05

SDF-1α
115,65±24,57

102,06 (37,34-193,84)
(n = 10)

180,25±15,91
174,78 (148,13-200,90)

(n = 22)

р = 0,05
U = -1,97

RANTES
19,77±2,66

20,53 (15,52-24,02)
(n = 4)

30,77±1,62
29,51 (27,80-34,63)

(n = 10)

р = 0,01
U = -2,47

NGF-β
8,76±2,67

9,7 (5,74-10,84)
(n = 3)

25,69±12,01
13,56 (11,93-16,06)

(n = 19)

р = 0,04
U = - 2,06

BDNF
3,03±0,31

2,62 (2,55-3,86)
(n = 6)

5,94±1,51
4,58 (3,30-5,60)

(n = 19)

р = 0,03
U = -2,23

Рубеоз радужки -
Iris rubeosis -

Рубеоз радужки +
Iris rubeosis +

LIF
77,77±11,43

62,64 (39,18-97,98)
(n = 27)

33,18±5,58
40,02 (27,29-40,52)

(n = 5)

р = 0,046
U = 1,97

Активность ПДР 
минимальная

PDR activity is minimal

Активность ПДР высокая
PDR activity is high

MCP-1
1972,92±698,37

864,40 (429,01-2740,42)
(n = 14)

2696,76±370,38
2253,18 (1740,70-3698,27)

(n = 16)

р = 0,04
U = -2,01

ниц чувствительности метода определялись те 
же цитокины, а также IL-6, IL-1ra – всего 27 со-
единений.

Более высокие показатели IL-8, IP-10, 
MCP- 1, HGF, LIF и VEGF-A в пробах СТ в срав-
нении с  СК свидетельствуют об  их локальной 
интраокулярной продукции. Наиболее суще-
ственное различие отмечалось для IP-10, МСР-1 

и VEGF-A. IL-6 выявлялся в достаточно высоких 
концентрациях в  подавляющем большинстве 
проб СТ, тогда как в СК уровень этого цитокина 
был ниже предела минимальной чувствительно-
сти метода.

Наши результаты отчасти согласуются с  дан-
ными ряда исследователей, которые также об-
наружили высокие уровни IL-6, IL-8, МСР-1 
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и  VEGF-A в  СТ пациентов с  ДР по  сравнению 
с СК [5, 12, 38].

Высокая интраокулярная продукция пере-
численных факторов, вероятно, отражает их ак-
тивное участие в  основных звеньях патогенеза 
ДР  – неоангиогенезе, воспалении и, возможно, 
нейродегенерации.

VEGF-A (фактор роста эндотелия сосудов) 
является частью системы, отвечающей за  ком-
пенсаторные возможности подачи кислорода 
к тканям в состоянии гипоксии, участвуя, таким 
образом, в патологическом ангиогенезе. Высокое 
содержание этого фактора роста в  СТ в  сравне-
нии с СК свидетельствует в пользу его активной 
интраокулярной продукции перицитами, эндо-
телием сосудов, мюллеровскими и ганглиозными 
клетками [14] и  участии в  ангиопролифератив-
ном звене патогенеза ПДР [9, 24, 30, 39].

Повышенный синтез HGF (фактор роста ге-
патоцитов) в СТ также может отражать его роль 
в  процессе внутриглазной пролиферации. Из-
вестно, что HGF является сильным митогеном 
для  гепатоцитов, стимулирует пролиферацию 
некоторых типов эпителиоцитов, а  также кле-
ток сосудистого эндотелия и  меланоцитов. Он 
представляет собой специфичный для эндотелия 
фактор роста, который участвует в  ангиогене-
зе  [2]. В  работах [26] также был обнаружен по-
вышенный уровень HGF в СТ у пациентов с ДР 
в большей степени, нежели в СК, и сделан вывод 
о внутриглазном синтезе данного цитокина и его 
непосредственном влиянии на  патогенез разви-
тия ПДР. Исследования Yu Y., Zhang J. и  соавт. 
также показали повышенный уровень HGF в СТ 
у пациентов с ПДР [39].

Высокие интраокулярные уровни провоспа-
лительных цитокинов IL-6, IL-8, IP-10 и МСР-1, 
вероятно, отражают их участие в воспалительном 
звене патогенеза ПДР.

IL-6  – цитокин с  выраженной провоспали-
тельной активностью, синтезируется активиро-
ванными макрофагами, Т- и  В-лимфоцитами. 
Стимулирует пролиферацию тимоцитов, 
В-лимфоцитов, синтез белков острой фазы ге-
патоцитами, активирует предшественников ци-
тотоксических лимфоцитов, гранулоцитов и ма-
крофагов [1]. Предполагается, что IL-6 может 
увеличить проницаемость эндотелиальных кле-
ток, модифицируя  актиновые филаменты и  из-
меняя форму эндотелиальных клеток [27].

IL-8 является одним из  основных индуци-
бельных/провоспалительных хемокинов, отно-
сится к  CXC-классу хемокинов, обеспечивает 
аттракцию нейтрофилов и  лимфоцитов к  очагу 
воспаления. Синтезируется клетками сосуди-
стого эндотелия, активированным эпителием 
и  фибробластами в  очаге воспаления, а  также 

миелоидными клетками  – моноцитами/макро-
фагами [19]. 

В многочисленных работах представлены до-
казательства повышения уровня IL-6 и IL-8 в СТ 
пациентов с ПДР, а также их связь с активностью 
процесса [4, 32].

Кроме того, в  исследовании Capozzi M.E. 
и соавт. была показана связь повышенных уров-
ней IL-8 в СТ у пациентов с более высокой степе-
нью облитерации ретинальных сосудов [8].

Однако также имеются противоречивые дан-
ные. Например, в наблюдениях [35] уровень IL-6 
в  СТ был сопоставим в  группе пациентов с  ДР 
и контрольной группе без СД.

В расширенном исследовании [21] сделан вы-
вод, что более высокие уровни IL-6 и IL-8 в СТ, 
чем в  СК, свидетельствуют о  преимущественно 
локальном воспалении при ПДР.

IP-10 (интерферон-γ-индуцированный бе-
лок 10), так же как и IL-8, является хемокином 
СХС-класса. Секретируется моноцитами, эндо-
телиальными клетками и фибробластами в ответ 
на  продукцию IFNγ. Обладает плейотропными 
функциями, включая стимуляцию моноцитов, 
миграцию NK- и Т-клеток, регуляцию Т-клеток, 
созревание клеток-предшественников костно-
го мозга, модуляцию экспрессии молекул адге-
зии  [23]. В  нескольких исследованиях сообща-
лось, что IP-10 является мощным ингибитором 
ангиогенеза и  может оказывать ингибирующее 
действие на фиброз [20, 34].

MCP-1 (моноцитарный хемоаттрактантный 
протеин-1) относится к  классу CC-хемокинов 
(β-хемокинов), привлекает в  зону повреждения 
моноциты и  макрофаги. Продуцируется боль-
шим количеством клеток, в  частности активи-
рованными эндотелиоцитами, фибробластами, 
эпителиоцитами, гладкомышечными и  мезан-
гиальными клетками, астроцитами, моноцита-
ми и  микроглиальными клетками [6]. Является 
мощным индуктором ангиогенеза и  фиброзной 
пролиферации [18].

Наши данные о  достоверном повышении 
MCP-1 в  СТ согласуются с  исследованиями 
Schoenberger S.D. и  соавт., показавшими вы-
сокие уровни IP-10 и  MCP-1 в  СТ пациентов 
с ПДР [30].

Однако в другом исследовании уровень MCP- 1 
в СТ больных с ПДР был понижен по сравнению 
с контролем без СД [39].

Часть работ показали высокий уровень IP-10 
и MCP-1 в СК пациентов с ПДР [16, 17, 24, 29].

Гиперпродукция перечисленных провоспали-
тельных факторов, обнаруженная в ходе нашего 
исследования, отражает активизацию реакций 
воспаления, лейкоцитарно-эндотелиальных 
взаимодействий. Эти механизмы способствуют 
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разрушению плотных контактов между эндоте-
лиальными клетками, потере компетентности ге-
маторетинального барьера [15].

Активная интраокулярная продукция LIF 
(лейкемия-ингибирующий фактор) может быть 
следствием компенсаторных реакций, в  том 
числе тормозящих развитие нейродегенерации 
и неоангиогенеза. Этот гликопротеин, принадле-
жащий к семейству IL-6, является нейропротек-
тором с  противовоспалительными свойствами. 
Преимущественно экспрессируется в  эндотели-
альных клетках, а рецептор LIF экспрессируется 
в  окружающих клетках, в  том числе астроцитах 
сетчатки. Обладает нейропротективным действи-
ем на сетчатку. В экспериментальном исследова-
нии интравитреально вводили рекомбинантный 
человеческий LIF группе мышей с индуцирован-
ным диабетом. По результатам гистологического 
анализа после лечения LIF количество гангли-
озных клеток сетчатки было значительно уве-
личено, а  внутренний ядерный слой стал толще 
по сравнению с группой контроля – мышей с ДР, 
не  получавших рекомбинантный человеческий 
LIF [37].

Также было обнаружено, что LIF обладает 
антиангиогенной активностью, ингибирует экс-
прессию и  пролиферацию VEGF в  астроцитах, 
побуждая их к  дифференцировке и  экспрессии 
GFAP, что противодействует их ответу на гипок-
сию [22].

Звенья патогенеза – неоангиогенез и воспале-
ние – тесно связаны между собой, что подтверж-
дается достоверной положительной связью меж-
ду уровнями ростового фактора VEGF-A и IL-6, 
IFNα, BDNF, HGF, LIF, PDGF-BB, VEGF-D, 
а  также отрицательной корреляционной связью 
с IP-10 в пробах СТ.

Наличие гемофтальма ассоциировалось с  до-
стоверно более высокими уровнями IL-8, IP-10, 
SDF-1α, RANTES, NGF-β, BDNF. Из  перечис-
ленных соединений уровни SDF-1α, RANTES, 
NGF-β, BDNF в  среднем по  группе были выше 
в СК, чем в СТ. Поэтому их повышение в СТ при 
гемофтальме отчасти можно связать с попадани-
ем в полость глаза в составе крови. 

В  то  же  время повышенные уровни IL-8 
и IP- 10 при гемофтальме могут быть объяснены 
только участием этих провоспалительных хемо-
кинов в патогенезе заболевания, в том числе раз-
витии геморрагической активности, так  как  их 
содержание в СК в среднем по группе было ниже, 

чем в  СТ. Оба цитокина играют важную роль 
в воспалительном звене патогенеза заболевания. 
Активно обсуждается роль IL-8 в стимуляции ан-
гиогенеза [19].

В  глазах с  рубеозом радужки уровень защит-
ного противовоспалительного цитокина LIF ока-
зался достоверно ниже. Вероятно, такая тяжелая 
клиническая картина заболевания, являющаяся 
следствием выраженной ишемии сетчатки, ассо-
циируется с  дефицитом компенсаторных меха-
низмов.

В  случаях активной ПДР уровни хемоки-
на МСР-1 в  образцах СТ оказались достоверно 
выше, чем в глазах с минимальной активностью 
ПДР. Наши находки согласуются с результатами 
исследований Abu El-Asrar A.M. Авторы описы-
вают локализацию МСР-1 в  миофибробластах 
и  эндотелиальных клетках сосудов пролифера-
тивных мембран при ПДР и  достоверное повы-
шение уровней МСР-1 в СТ в подгруппе актив-
ной ПДР (р  =  0,0224) [5]. Кроме того, группой 
исследователей Hernandez C., Segura R.M. и  со-
авт. также был сделан вывод о связи повышения 
MCP-1 в СТ с активностью ПДР, что доказывает 
участие этого цитокина в патогенетических меха-
низмах [17].

В подгруппе глаз с крайне тяжелой клиниче-
ской картиной достоверное повышение IL-6 мо-
жет быть связано с более активными реакциями 
воспаления. Повышение EGF (эпидермального 
фактора роста), возможно, отражает его участие 
в процессах пролиферации клеток [41].

Таким образом, наше исследование подтвер-
дило участие в  патогенезе ДР большого числа 
локально синтезируемых сигнальных молекул, 
опосредующих процесс воспаления, способству-
ющих неоангиогенезу, повышению проницае-
мости сосудов, а также обладающих защитными 
функциями. Выявлены корреляционные взаи-
мосвязи между факторами неоангиогенеза и вос-
паления.

Дальнейшие исследования активных моле-
кул в  тест-пробах СТ представляются действен-
ным механизмом изучения патофизиологии ДР 
и разработки патогенетически ориентированных 
подходов к  лечению, новых таргентных лекар-
ственных препаратов. В частности, обсуждаются 
возможности анти-IL-8-терапии ДР [10, 13, 40], 
использование LIF для  торможения развития 
ДР [37], а также иные направления.
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АУТОАНТИТЕЛА КАК МАРКЕРЫ СОСТОЯНИЯ СЕРДЦА 
У ПАЦИЕНТОВ С ВИБРАЦИОННОЙ БОЛЕЗНЬЮ, 
ОТЯГОЩЕННОЙ САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 
Маснавиева Л.Б., Кудаева И.В., Кузнецова Ю.А.
ФГБНУ «Восточно-Сибирский институт медико-экологических исследований», г. Ангарск, Иркутская обл., 
Россия

Резюме. Воздействие физических и химических факторов, ожирение, нарушение липидного об-
мена, сахарный диабет оказывают влияние на состояние эндотелия сосудов, процессы тромбообра-
зования, фибринолиза и повышают риск развития сердечно-сосудистых заболеваний. Можно пред-
положить, что развитие и  протекание патологических процессов в  сердечно-сосудистой системе, 
обусловленных вибрационной болезнью в условиях отягощения сахарным диабетом, будут претерпе-
вать изменения. Целью исследования являлось изучение уровней специфических аутоантител к ан-
тигенам сердечной ткани у пациентов с вибрационной болезнью, отягощенной сахарным диабетом 
2  типа. Обследованы пациенты с  вибрационной болезнью (группа I), больные сахарным диабетом 
2 типа (II группа) и лица, имеющие вибрационную болезнь в сочетании с сахарным диабетом 2 типа 
(группа III). В обследование включены лица, не имеющие в анамнезе ишемической болезни сердца, 
инсульта и инфаркта миокарда. Изучены сывороточные уровни специфических аутоантител к анти-
генам кардиомиоцитов. Выявлено, что содержание аутоантител к  β1-адренергическим рецепторам 
у пациентов группы I было выше, чем у лиц группы II. Относительное содержание аутоантител к ком-
понентам мембраны и цитоплазмы клеток миокарда у больных I-III групп не различалось. Установле-
но, что повышенные уровни аутоантител к компонентам мембраны и цитоплазмы клеток миокарда, 
кардиомиозину и β1-адренергическим рецепторам наблюдались чаще у пациентов с вибрационной 
болезнью в сочетании с сахарным диабетом, а также без такового, чем у лиц с сахарным диабетом. 
Среди пациентов с вибрационной болезнью (I и III группы) не выявлено лиц с пониженным содер-
жанием аутоантител к β1-адренергическим рецепторам. У лиц с вибрационной болезнью изменения 
в уровнях специфических аутоантител могут свидетельствовать о развитии функционально-метаболи-
ческих и структурных изменениях в сердце, нарушениях его электрической активности, которые еще 
не манифестировались в виде патологического процесса. Для пациентов с сахарным диабетом 2 типа, 
не имеющих вибрационной болезни, более низкие уровни аутоантител к β1-адренорецепторам могут 
быть обусловлены повышением уровней катехоламинов, которое характерно для больных диабетом. 
Для подтверждения выдвинутых нами предположений необходимо проведение дальнейших исследо-
ваний, включающих клинические данные и показатели функциональной диагностики.

Ключевые слова: аутоантитела, вибрационная болезнь, сахарный диабет, сердечно-сосудистая система, сердце,  
β1-адренорецептор
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AUTOANTIBODY AS MARKERS OF THE HEART STATE IN 
PATIENTS WITH VIBRATION DISEASE BURDENED DIABETES 
MELLITUS
Masnavieva L.B., Kudaeva I.V., Kuznetsova Yu.A.
East-Siberian Institute of Medical and Ecological Research, Angarsk, Irkutsk Region, Russian Federation

Abstract. Physical and chemical factors, obesity, lipid metabolism disorder, diabetes affect the state of the 
vascular endothelium, the processes of thrombus formation, fibrinolysis and increase the risk of developing 
cardiovascular diseases. It can be assumed that the development and course of pathological processes in the 
cardiovascular system, caused by vibration disease with the onset of diabetes, will undergo changes. The purpose 
of the study was to assess the state of heart condition according to the level of specific autoantibodies with the 
combined effect of vibration disease and type 2 diabetes mellitus. Patients with vibration disease (group I), 
patients with type 2 diabetes (group II) and persons with vibration disease in combination with type 2 diabetes 
(group III) were examined. Individuals do not have a history of coronary heart disease, stroke, and myocardial 
infarction have been included in obsledrovanie. Serum levels of specific autoantibodies characterizing the state 
of the heart have been studied. It was revealed that the content of autoantibodies to β1-adrenoreceptors in 
patients of group I was higher than in individuals of group II. The relative content of autoantibodies to the 
components of the membrane and cytoplasm of myocardial cells in patients of groups I-III did not differ. It was 
found that elevated levels of autoantibodies to components of the membrane and cytoplasm of myocardial cells, 
cardiomyosin, β1-adrenoreceptors were observed more often in patients with vibration disease combined with 
diabetes and in persons with vibration disease than in people with diabetes. Persons with a reduced content of 
autoantibodies to β1-adrenergic receptors were not detected among patients of groups I and III. Changes in the 
levels of specific autoantibodies in persons with vibration disease may indicate the development of functional 
metabolic and structural changes in the heart, disorders of its electrical activity that have not yet been manifested 
in the form of a pathological process. Lower levels of β1-adrenoceptor autoantibodies in patients with type 2 
diabetes without vibration disease can be caused by increased levels of catecholamines, which is characteristic 
of diabetics. Further research, including clinical data and indicators of functional diagnostics is necessary to 
confirm our assumptions.

Keywords: autoantibodies, vibration disease, diabetes, cardiovascular system, heart, β1-adrenergic receptor

Введение
Среди причин смертности трудоспособного 

населения лидируют заболевания сердечно-со-
судистой системы, обусловленные в  том числе 
высокой распространенностью этиопатогене-
тических факторов риска проатерогенных нару-
шений и метаболического синдрома [36]. В риск 
развития сердечно-сосудистых заболеваний вно-
сят вклад как ожирение и сахарный диабет, так и 
воздействие производственных факторов [7, 19]. 
У  пациентов с  диабетом отмечаются измене-
ния в  диастолической функции миокарда лево-
го желудочка [4]. Работники горнодобывающей, 
машино- и  авиастроительной, транспортной 
и  других отраслей промышленности в  процессе 
выполнения профессиональной деятельности 
подвергаются влиянию вибрации. Ее длительное 
воздействие вызывает нейрогуморальные и ней-
рорефлекторные изменения в  организме чело-
века, которые становятся причиной нарушения 

тонуса кровеносных сосудов, процессов тромбо- 
и  атерогенеза и  увеличивают вероятность воз-
никновения сердечно-сосудистой патологии [12, 
14]. Учитывая, что риск возникновения заболева-
ний сердечно-сосудистой системы увеличивается 
как при сахарном диабете (СД), так и вибрацион-
ной болезни (ВБ), можно предположить, что раз-
витие патологических процессов, обусловленных 
ВБ, протекающих на  фоне СД, будет претерпе-
вать изменения, и, возможно, будет наблюдаться 
усугубление течения профессиональной и сома-
тической патологий. 

Известно, что при развитии любого заболе-
вания содержание аутоантител (ауто-АТ) зна-
чительно возрастает еще до  его клинических 
проявлений, в  то время как  у здоровых лиц  
их сывороточные уровни незначительны [6, 11, 
23]. Выявлены связи между уровнями ауто-АТ 
к  структурам миокарда, к  β1-адренорецепторам 
и  развитием нарушений ритма и  проводимости 
сердца, которые могут указывать на важную роль 
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антител в  развитии идиопатических нарушений 
сердца [3, 5, 10, 16].

Цель исследования – изучение уровней специ
фических аутоантител к  антигенам кардиомио
цитов у  пациентов с  вибрационной болезнью, 
отягощенной сахарным диабетом 2 типа.

Материалы и методы
На  проведение исследования было получено 

разрешение локального этического комитета. 
После подписания информированного согласия 
обследованы 62 мужчины с ВБ (группа I), 66 лиц 
с диагнозом «CД 2 типа» (группа II) и 20 пациен-
тов с  сочетанной патологией  – ВБ и  СД 2 типа 
(группа III). Диагноз «ВБ» верифицирован с уче-
том санитарно-гигиенической характеристики 
условий труда, стажа работы, результатов клини-
ко-функционального обследования пациентов. 
Диагноз «СД» установлен в соответствии с Меж-
дународной классификацией болезней 10- го 
пересмотра и  диагностическими критериями, 
принятыми Всемирной организацией здравоох-
ранения. Критериями исключения из исследова-
ния являлись: острые и хронические неинфекци-
онные заболевания в стадии обострения, наличие 
патологии в  виде ИБС, хронических заболева-
ний дыхательной системы, наличие в  анамнезе 
инсульта, инфаркта миокарда, онкологии, по-
чечной, печеночной недостаточности, туберку-
леза любой локализации, наличие психических 
или аутоиммунных заболеваний. Возраст мужчин 

в группе I составил 52,87±0,77 лет, в группе II – 
52,37±1,07 лет, в III группе – 57,95±1,30 лет. 

В  сыворотке крови изучали относительное 
содержание специфических ауто-АТ к  компо-
нентам мембраны и  цитоплазмы клеток мио-
карда (СоМ-02 и  CoS-05 соответственно), β1-
адренорецепторам (β1-АР) и  кардиомиозину L. 
Уровень ауто-АТ определяли методом иммуно-
ферментного анализа с  помощью наборов реа-
гентов ЭЛИ-анкор-Тест (МИЦ «Иммункулус», 
Россия), измерение оптической плотности осу-
ществляли на  ИФА-ридере (BioTek ELx-800). 
В соответствии с рекомендациями производите-
ля тест-системы оптимумом содержания ауто-АТ 
каждой специфичности считали диапазон -20  – 
+10%.

Для  статистической обработки результа-
тов использовался пакет прикладных программ 
Statistica 6.0. После проверки на  нормальность 
распределения признаков в выборке (метод Ша-
пиро–Уилка) сравнение количественных по-
казателей осуществляли непараметрическими 
тестами Краскела–Уоллиса и U-критерием Ман-
на–Уитни (с поправкой Бонферрони). Для выяв-
ления различий частот встречаемости признака 
в  выборках использовали критерий хи-квадрат 
(χ2). Различия считали статистически значимы-
ми при р  <  0,05 для  тестов Краскела–Уоллиса 
и χ2, p < 0,017 – для U-критерия Манна–Уитни. 
Результаты исследований представлены в  виде 
значения медианы (Ме) и  интерквартильного 

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ СПЕЦИФИЧЕСКИХ АУТОАНТИТЕЛ В КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С ВИБРАЦИОННОЙ БОЛЕЗНЬЮ, 
ОТЯГОЩЕННОЙ САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CONTENT OF SPECIFIC AUTOANTIBODIES IN THE BLOOD OF PATIENTS WITH VIBRATION DISEASE BURDENED 
DIABETES MELLITUS, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Indicator

Группа I
Group I

Группа II
Group II

Группа III
Group III р

Ауто-АТ СоМ, %
Auto-AB СоМ, %

-4,43
(-16,39-6,21)

-5,48
(-13,43-1,45)

-11,38
(-18,94 – -0,46) 0,699

Ауто-АТ CoS, %
Auto-AB CoS, %

1,59
(-8,87-11,61)

0,36
(-4,91-10,93)

0,74
(-4,89-4,98) 0,892

Ауто-АТ к ββ1-АР, %
Auto-AB to β1-АР, %

2,07
(-8,69-13,74)

-5,12*

(-10,48-1,69)
-1,36

(-7,35-11,52) 0,026

Ауто-АТ к кардиомиозину, %
Auto-AB to cardiomyosin, %

-2,87
(-9,12-7,92)

-5,18
(-11,16-0,39)

-10,19
(-16,92 – -0,08) 0,074

Примечание. р – уровень статистической значимости различий по критерию Краскела–Уоллиса; * – различия 
статистически значимы по сравнению с группой I.

Note. p, the level of statistical significance of differences according to the Kruskal–Wallis criterion; *, the differences are statistically 
significant compared with group I.
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размаха (25-й и  75-й процентили), процентов 
и доверительного интервала (ДИ).

Результаты
В  результате проведенных исследований 

было установлено, что содержание ауто-АТ к β1-
адренорецепторам у пациентов с ВБ было выше, 
чем у лиц с СД (р = 0,007) (табл. 1). 

Поскольку клинически значимым является 
отклонение индивидуальных уровней специфи-
ческих ауто-АТ от референтного диапазона, была 
проведена оценка частоты встречаемости пони-
женного и  повышенного содержания АТ в  каж-
дой из групп (рис. 1). Для лиц с ВБ характерным 
являлась высокая частота встречаемости откло-
нений в области положительных значений уров-
ня ауто-АТ к β1-АР (32,3% ДИ (20,6-43,9)), CoS 
(27,4% ДИ (16,3 – 38,5)) и кардиомиозину (24,2% 
ДИ (13,5-34,9)). Профиль отклонений от нормы 
в области отрицательных значений характеризо-
вался сниженными уровнями ауто-АТ к  антиге-
нам СоМ и CoS у 17,7% ДИ (8,2-27,3) и 14,5% ДИ 
(5,75-23,28) обследованных соответственно. 

У  пациентов с  вибрационной болезнью в  со-
четании с  сахарным диабетом профиль частот 
встречаемости повышенных значений был сход-
ный с таковым у лиц с ВБ по CoS и β1-АР. Повы-
шенные уровни ауто-АТ к каждому из этих пока-
зателей выявлены в 25,0% ДИ (6,0-44,0) случаев. 
Профиль отклонений от  нормативного уровня 
в области отрицательных значений в  группе III, 
так же как  и в  группе I, характеризовался от-

сутствием случаев пониженных концентраций 
ауто-АТ к β1-АР, а также наличием гипоиммуно-
реактивности ауто-АТ CoМ у 20,0% ДИ (2,5-37,5) 
обследованных.

Обсуждение
Оценивая изучаемые показатели, следует от-

метить, что случаи пониженного содержания АТ 
к β1-АР встречались только среди обследованных 
II группы (р  =  0,001 и  р  =  0,066 при сравнении 
группы II с  группами I и  III соответственно). 
Данный факт можно объяснить характерным 
для СД повышением содержания катехоламинов, 
которые регулируют количество адренорецепто-
ров на  мембранах клеток по  принципу отрица-
тельной обратной связи [9].

Среди лиц, имеющих ВБ, случаи повышен-
ных уровней АТ к β1-АР встречались чаще, чем 
среди пациентов группы II (р = 0,001 и р = 0,060 
при сравнении группы II с группами I и III соот-
ветственно). В качестве возможного объяснения 
установленного факта можно предположить сле-
дующее. Известно, что при вибрации происходит 
нарушение вегетативной регуляции на  разных 
уровнях (в  ретикулярной формации головного 
мозга, в спинном мозге и в надсегментарных ве-
гетативных структурах), что приводит к развитию 
симпатикотонии [18]. В  свою очередь, согласно 
данным экспериментальных исследований, дли-
тельная симпатикотония способствует уменьше-
нию количества β1-АР [22], а  также изменению 
их структуры и  приобретению ими антигенных 

Рисунок 1. Частота встречаемости отклонений содержания специфических аутоантител ниже и выше референтных 
уровней (слева и справа соответственно) 
Примечание. С. miosin – кардиомиозин.
Figure 1. Frequency of occurrence of abnormalities in the content of specific autoantibodies below and above the reference levels 
(left and right, respectively)
Note. C. miosin, cardiomyosin.
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свойств. В свою очередь, ауто-АТ к измененным 
β1-АР обладают катехоламиноподобными эф-
фектами и  способны оказывать на  них стиму-
лирующее действие [20], вызывая повышение 
частоты сокращения кардиомиоцитов in vitro без 
развития десенситизации. Ее отсутствие может 
привести к развитию адренергической гиперсти-
муляции и гипертрофии миокарда [15, 25, 26]. 

Установлено также, что появление ауто-АТ 
к  β1-АР сопряжено с  увеличением титра ауто-
АТ к  М2-холинорецепторам, которые обладают 
негативным хроно- и  инотропным действием 
и  способностью оказывать ингибирующее вли-
яние на  активность аденилатциклазы [21, 24]. 
Однако у  пациентов с  ВБ регистрируются низ-
кие значения уровней ауто-АТ к  ацетилхолино-
рецепторам [2], что, возможно, играет саногене-
тическую роль и в условиях повышения ауто-АТ 
к  β1-АР предотвращает развитие нарушения 
ритма. Циркулирующие ауто-АТ к  β1-АР при 
связывании с CD3+ лимфоцитами также индуци-
руют синтез интерферона-γ [17], который играет 
важную роль в патогенезе заболеваний миокарда. 
Однако данный механизм не  может рассматри-
ваться в качестве возможного патогенетического 
пути формирования нарушений в миокарде у лиц 
с ВБ, так как показано, что у пациентов с данной 
патологией не  наблюдается повышенных кон-
центраций данного цитокина [1]. 

Учитывая наличие феномена «молекулярной 
мимикрии» между β1-АР и  a-миозином, в  усло-
виях роста уровня ауто-АТ к  β1-АР существует 
вероятность развития перекрестных реакций, ко-
торые способствуют β1-АР-зависимому повреж-
дению кардиомиоцитов. В связи с этим опреде-
ленный интерес представляет изучение уровня 
аутоантител к  кардиомиозину L. Установлено, 
что повышенные уровни ауто-АТ к данному ком-
поненту клеток в группе I встречались статисти-
чески значимо чаще по  сравнению с  группой II 
(р  =  0,008). Согласно данным литературы, по-
вышение титра ауто-АТ к  кардиомиозину ассо-
циируется с  вероятностью развития сердечной 
патологии, а также с повышением уровня аутоан-
тител к мембране и цитоплазме кардиомиоцитов 
(СoМ, CoS), характеризующих наличие измене-
ний в сердечной мышце [8, 15]. 

Установлено, что каждый пятый пациент с ВБ 
имел повышенную иммунореактивность ауто-АТ 
к слабоанионным компонентам мембран клеток 
миокарда (CoM). В двух других группах данный 
показатель был незначительно ниже (р  =  0,296 
и  р  =  0,556 соответственно) и  составил 14-15%. 
Повышенные уровни ауто-АТ к  сильно анион-
ным компонентам цитоплазмы клеток миокарда 
(CoS-05), которые чаще выявлялись у пациентов 
с  ВБ и  у лиц, имеющих сочетанную патологию 

(р  <  0,001 и  p  <  0,001 по  сравнению с  группой 
II), характерны для  разного рода функциональ-
но-метаболических нарушений в  деятельности 
сердца, не сопровождающихся дистрофическими 
изменениями [8, 23]. Частота встречаемости по-
ниженной иммунореактивности данных ауто-АТ 
в I-III группах не различалась. Сниженные уров-
ни ауто-АТ CoM в группе пациентов с СД встре-
чались чуть реже, чем среди лиц, имеющих ВБ, но 
межгрупповые различия не являлись статистиче-
ски значимыми (р = 0,077 и р = 0,090 для групп I 
и III соответственно). 

Данные АТ, с  одной стороны, выступают не-
специфическими маркерами нарушений мио-
карда, с другой – могут участвовать в различных 
физиологических процессах, в  том числе в  эли-
минации стареющих или  патологически изме-
ненных клеток. Снижение значений ауто-АТ 
к  антигенам миоцитов СoМ и  CoS у  пациентов 
с  ВБ, имеющих коморбидную патологию СД 
и  без таковой, скорее всего, свидетельствует 
об их защитной роли. В то же время следует учи-
тывать, что пониженные уровни ауто-АТ любой 
специфичности могут быть обусловлены пато-
логически повышенным связыванием ауто-АТ 
при избыточном синтезе антиидиотипических 
АТ. Снижение иммунореактивности также может 
наблюдаться вследствие нефизиологического 
угнетения продукции ауто-АТ, ведущего к  ухуд-
шению клиренса органов и систем от продуктов 
естественного катаболизма [8], и значительное их 
снижение может свидетельствовать о риске раз-
вития нарушений в будущем. В частности, в ли-
тературе имеются сведения о наличии у пациен-
тов с ВБ нарушений функционального состояния 
сердца в виде уменьшения податливости стенки 
левого желудочка, ее напряжении, приводящей 
к нарушению локальной сократимости, повыше-
ния внутримиокардиальных стрессов, увеличе-
ния давления в легочной артерии и постнагрузки 
для правого желудочка [13].

Заключение
Анализируя изменения в  содержании специ

фических аутоантител к антигенным компонен-
там кардиомиоцитов у  пациентов с  сахарным 
диабетом и вибрационной болезнью, можно от-
метить следующее. Около 25% пациентов из груп-
пы I и 10-25% из группы III имели повышенные 
уровни ауто-АТ CoS и  к кардиомиозину. Более 
четверти пациентов этих групп имели гиперим-
мунореактивность антител к β1-АР. У пациентов 
с  ВБ в  сочетании с  СД или  без такового уста-
новлены повышенные уровни ауто-АТ к  β1-
адренорецепторам, кардиомиозину L, ауто- АТ 
CoS, что указывает на  начальные структурные 
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ЦИРКУЛЯЦИЯ МИКРОЧАСТИЦ ЛИМФОЦИТАРНОГО 
ПРОИСХОЖДЕНИЯ ПРИ КРИТИЧЕСКОЙ ИШЕМИИ 
НИЖНИХ КОНЕЧНОСТЕЙ
Винник Ю.С., Дунаевская С.С., Антюфриева Д.А.
ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет имени профессора В.Ф. Войно-
Ясенецкого» Министерства здравоохранения РФ, г. Красноярск, Россия

Резюме. Большой научный интерес к проблемам облитерирующего атеросклероза сосудов нижних 
конечностей обусловлен увеличением заболеваемости данной патологией и мультидисциплинарным 
подходом в диагностике и лечении. Цель исследования – изучить взаимосвязи между количеством 
циркулирующих микрочастиц лимфоцитарного происхождения и развитием критической ишемии 
нижних конечностей. Выполненное исследование относилось к когортным проспективным иссле-
дованиям. Были сформированы две исследуемые группы: 1 группа включала в себя 75 пациентов с 
ишемией IIB степени по классификации Покровского–Фонтейна; 2 группа включала 75 пациентов с 
клиническими проявлениями критической ишемии. Также была сформирована группа контроля из 
75 практически здоровых лиц, не имеющих признаков облитерирующих заболеваний сосудов ниж-
них конечностей. Для объективизации оценки степени ишемии измеряли лодыжечное артериальное 
давление, лодыжечно-плечевой индекс, пальцевое артериальное давление, транскутанное напряже-
ние кислорода в пальцах стопы. Для оценки кровотока в артериях нижних конечностей использова-
ли ультразвуковую доплерографию артерий нижних конечностей и КТ-ангиографию. Исследование 
проводили при поступлении пациента в стационар до начала терапии. Лимфоциты и циркулирую-
щие микрочастицы определяли в соответствии со стандартным протоколом. У практически здоровых 
лиц из контрольной группы число циркулирующих микрочастиц лимфоцитарного происхождения 
составляло 385 (260-479) на 100 лимфоцитов. В 1 группе этот показатель был в 2 раза выше и состав-
лял 728 (654-836) (p1 = 0,002). Во 2 группе было в 5 раз выше, чем в группе контроля и достоверно 
отличалось от показателя 1 группы (1570 (1124-2120) (p1 < 0,001, p2 = 0,002)). Коэффициент корреля-
ции между числом циркулирующих микрочастиц и лодыжечным артериальным давлением составлял  
rS = -0,82 (p = 0,003). Корреляция между лодыжечно-плечевым индексом и числом микрочастиц была 
равна rS = -0,92 (p < 0,001). Пальцевое артериальное давление имело средней силы отрицательную 
корреляцию с числом микрочастиц. Транскутанное напряжение кислорода и число микрочастиц 
имели коэффициент корреляции равный rS = -0,89 (p = 0,002). Коэффициент корреляции между про-
светом общей бедренной артерии и числом микрочастиц лимфоцитарного происхождения составлял 
rS = -0,44 (p = 0,016). Коэффициент корреляции между просветом поверхностной бедренной арте-
рии и числом микрочастиц rS = -0,64 (p = 0,002). Высокими отрицательными являлись корреляции 
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числа микрочастиц с сохраненным просветом подколенной артерии – rS = -0,79 (p < 0,001), и зад-
ней большеберцовой артерии – rS = -0,86 (p < 0,001). Очень высокий отрицательный коэффициент 
корреляции был между сохраненным просветом передней большеберцовой и числом микрочастиц 
лимфоцитарного происхождения rS = -0,91 (p = 0,003). Выявленные высокие и очень высокие кор-
реляционные связи между числом циркулирующих микрочастиц лимфоцитарного происхождения и 
показателями состояния артериального кровотока нижних конечностей, и сохраненным просветом 
артерий нижних конечностей позволяют говорить о перспективах использования микрочастиц как 
патогенетического маркера критической ишемии нижних конечностей.

Ключевые слова: лимфоциты, микрочастицы, ишемия, атеросклероз, патогенез, дисфункция эндотелия

CIRCULATION OF MICROPARTICLES OF LYMPHOCYTIC 
ORIGIN AT CRITICAL ISCHEMIA OF THE LOWER EXTREMITIES
Vinnik Yu.S., Dunayevskaya S.S., Antyufriyeva D.A. 
Krasnoyarsk State V. Voyno-Yasenetsky Medical University, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Great scientific interest to problems of obliterating atherosclerosis of vessels of the lower 
extremities is caused by increase in incidence of this pathology and multidisciplinary approach in diagnostics 
and treatment the research objective: to study interrelations between quantity of the circulating microparticles 
of lymphocytic origin and development of critical ischemia of the lower extremities. The executed research 
belonged to cohort prospective researches. Two studied groups were created: 1st group included 75 patients 
with ischemia IIB degrees on Pokrovsky–Fontaine's classification. The 2nd group included 75 patients with 
clinical manifestations of critical ischemia. Also, the group of control of 75 almost healthy faces which do not 
have symptoms of obliterating diseases of vessels of the lower extremities was created. For objectification of 
assessment of degree of ischemia measured anklebone’s arterial blood pressure, the anklebone-humeral index, 
toe’s arterial blood pressure, Transcutaneous tension of oxygen in foot fingers. For blood-groove assessment 
in arteries of the lower extremities used ultrasonic doppler sonography of arteries of the lower extremities 
and the KT-angiography. The research was conducted at arrival of the patient in a hospital prior to therapy. 
Lymphocytes and the circulating microparticles defined according to the standard protocol. At almost healthy 
faces the number of the circulating microparticles of lymphocytic origin made of control group 385 (260-
479) on 100 lymphocytes. In 1st group this indicator was twice higher and made 728 (654-836) (p1 = 0.002). 
In the 2nd group it was 5 times higher, than in group of control and authentically differed from an indicator 
of 1st group (1570 (1124-2120) (p1 < 0.001, p2 = 0.002) the Correlation coefficient between number of the 
circulating microparticles and anklebone’s arterial blood pressure rS = -0.82 (p = 0.003), Correlation between 
the anklebone-humeral index and number of microparticles was equal to rS = -0.92 (p < 0.001). Toe’s arterial 
blood pressure had average force negative correlation with number of microparticles. The transcutaneous 
tension of oxygen and number of microparticles had a correlation coefficient equal rS = -0.89 (p = 0.002). 
The correlation coefficient between a gleam of the general femoral artery and number of microparticles of 
lymphocytic origin made rS = -0.44 (p = 0.016). A correlation coefficient between a gleam of a superficial 
femoral artery and number of microparticles of rS = -0.64 (p = 0.002). Negative correlations of number of 
microparticles with the kept gleam of a popliteal artery – rS = -0.79 (p < 0.001), and a back tibial artery – 
rS = -0.86 were high, (p < 0.001). Very high negative correlation coefficient was between the kept gleam of a 
lobby tibial and number of microparticles of lymphocytic origin of rS = -0.91 (p = 0.003). The revealed high 
and very high correlation bonds between number of the circulating microparticles of lymphocytic origin and 
indicators of a condition of an arterial blood-groove of the lower extremities, and the kept gleam of arteries 
of the lower extremities allow to speak about the prospects of use of microparticles as pathogenetic marker of 
critical ischemia of the lower extremities.

Keywords: lymphocytes, microparticles, ischemia, atherosclerosis, pathogenesis, endothelial dysfunction
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Введение
Большой научный интерес к  проблемам об-

литерирующего атеросклероза сосудов нижних 
конечностей обусловлен увеличением заболева-
емости данной патологией и  мультидисципли-
нарным подходом в  диагностике и  лечении [7]. 
Прогрессирование патологического процесса 
и развитие критической ишемии – наиболее ак-
туальные проблемы современной сосудистой хи-
рургии [4]. Развитие атеросклеротического пора-
жения артерий зависит от  множества факторов, 
ведущим из которых является повреждение эндо-
телия [10]. Активация лимфоцитов обеспечивает 
взаимодействие с эндотелием сосудистой стенки 
и  вызывает развитие асептического воспаления, 
приводящего к формированию атеросклеротиче-
ской бляшки [9]. Результатом активации являет-
ся формирование циркулирующих микрочастиц 
лимфоцитарного происхождения, запускающих 
процессы апоптоза и слущивания эндотелия, что 
усиливает его повреждение [2, 6]. Таким обра-
зом, исследование циркулирующих микрочастиц 
как  патогенетического маркера облитерирую-
щего атеросклероза может представлять интерес 
на разных стадиях заболевания.

Цель исследования  – изучить взаимосвязи 
между количеством циркулирующих микроча-
стиц лимфоцитарного происхождения и  разви-
тием критической ишемии нижних конечностей.

Материалы и методы
Выполненное исследование относилось к ко-

гортным проспективным исследованиям. Вклю-
чало пациентов с облитерирующим атеросклеро-
зом сосудов нижних конечностей, проходивших 
лечение в хирургическом отделение СКЦ ФМБА 
России с  2015 по  2018 год. Исследование было 
одобрено на  заседании локального этического 
комитета ФГБОУ ВО КрасГМУ, протокол 57/2014 
от  29.10.2014 года. Были сформированы две ис-
следуемые группы: 1 группа включала в  себя 
75 пациентов с  ишемией IIB степени по  клас-
сификации Покровского–Фонтейна; 2 группа 
включала 75 пациентов с  клиническими прояв-
лениями критической ишемии. Распределение 
пациентов по группам основывалось на клиниче-
ских рекомендациях «Заболевания артерий ниж-
них конечностей» Министерства здравоохране-
ния Российской Федерации (2016 год). Кроме 
того, была сформирована группа контроля из 75 
практически здоровых лиц, не имеющих призна-
ков облитерирующих заболеваний сосудов ниж-
них конечностей.

Для объективизации оценки степени ишемии 
измеряли лодыжечное артериальное давление, 
лодыжечно-плечевой индекс, пальцевое арте-

риальное давление, транскутанное напряжение 
кислорода в пальцах стопы. Для оценки кровото-
ка в артериях нижних конечностей использовали 
ультразвуковую доплерографию артерий нижних 
конечностей и  КТ-ангиографию. Группы были 
сравнимы по  возрастному и  половому составу. 
Все пациенты в обеих группах клинического на-
блюдения и  участники группы контроля были 
мужчинами. Возраст в  группе контроля соста-
вил 64 (52-75) года, в  1 группе  – 66 (54-76) лет, 
во  2 группе  – 68 (52-77) лет. Циркулирующие 
микрочастицы лимфоцитарного происхожде-
ния выделили в  НИИ молекулярной медицины 
и патобиохимии ФГБОУ ВО КрасГМУ им. проф. 
В.Ф. Войно-Ясенецкого Минздрава России. Ис-
следование проводили при поступлении пациен-
та в  стационар до  начала терапии. Лимфоциты 
и  циркулирующие микрочастицы определяли 
в соответствии со стандартным протоколом. По-
сле чего выполняли фазово-контрастную микро-
скопию на микроскопе Olympus BX-41 “Olympus” 
(Япония), оценивали не менее 30 полей зрения, 
отснятых с помощью цифровой камеры Olympus 
DP72 “Olympus” (Япония). Анализ изображений 
и  подсчет выделенных клеток и  микрочастиц 
осуществлялся с  помощью программы ImageJ 
“National Institutes of Health” (США). Подсчиты-
вали число циркулирующих микрочастиц на 100 
выделенных лимфоцитов.

Описательная статистика исследуемых вели-
чин представлена в виде медианы и 25-го и 75-го 
перцентилей – Ме (Q0,25-Q0,75). Для оценки харак-
тера распределения использовали тест Шапиро–
Уилка. Исследуемые величины не  подчинялись 
нормальному распределению, для  попарного 
сравнения в группах использовали непараметри-
ческий U-критерий Манна–Уитни. Критический 
уровень статистической значимости при провер-
ке нулевой гипотезы принимали равным 0,05.

Связи между отдельными признаками опи-
саны с  помощью коэффициентов корреляции 
Спирмена (rS), Гамма и Кен-дал-Тау.

Результаты
Лодыжечное артериальное давление у  па-

циентов 1 группы не  отличалось от  показа-
телей контрольной группы и  составляло 122 
(110-132) мм рт. ст., р1 = 0,324, при развитии кри-
тической ишемии этот показатель значимо отли-
чался и составлял 54 (32-68) мм рт. ст., р1 < 0,001, 
р2  <  0,001. Это отражалось в  изменении лоды-
жечно-плечевого индекса у пациентов с облите-
рирующим атеросклерозом. Так, в 1 группе этот 
индекс составил 0,63 (0,57-0,74), р1 = 0,003, во 2 
группе  – 0,32 (0,28-0,41), р1  <  0,001; р2  =  0,002. 
Пальцевое артериальное давление у пациентов 1 
группы не  отличалось от  значения группы кон-
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ТАБЛИЦА 1. ОЦЕНКА СОСТОЯНИЯ КРОВОТОКА В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. ASSESSMENT OF A CONDITION OF A BLOOD-GROOVE IN THE STUDIED GROUPS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Indicators

Контрольная группа
Control group

(n = 75)

1 группа
1st group
(n = 75)

2 группа
2nd group
(n = 75)

Лодыжечное 
артериальное давление, 
мм рт. ст.
Anklebone’s arterial blood 
pressure, mm Hg

136 (128-156) 122 (110-132)
р1 = 0,324

54 (32-68)
р1 < 0,001; р2 < 0,001

Лодыжечно-плечевой 
индекс
Anklebone-humeral index

1,10 (0,98-1,26) 0,63 (0,57-0,74)
р1 = 0,003 

0,32 (0,28-0,41)
р1 < 0,001; р2 = 0,002

Пальцевое артериальное 
давление, мм рт. ст.
Toe’s arterial blood pressure, 
mm Hg

124 (118-148) 108 (110-132)
р1 = 0,579

38 (32-45)
р1 < 0,001; р2 < 0,001

Транскутанное 
напряжение кислорода, 
мм рт. ст.
Transcutaneous tension of 
oxygen, mm Hg

96 (94-98) 86 (82-96)
р1 = 0,831

39 (29-52)
р1 < 0,001; р2 < 0,001

Примечание. p1 – значимость различий группы по сравнению с контролем (U-критерий Манна–Уитни); p2 – значимость 
различий между 1-ой и 2-ой группами (U-критерий Манна–Уитни).

Note. p1, the importance of distinctions of group in comparison with control (Mann–Whitney U-test); p2, the importance of 
differences between the 1st and 2nd groups (Mann–Whitney U-test).

ТАБЛИЦА 2. ВИЗУАЛИЗИРУЕМЫЙ ПРОСВЕТ АРТЕРИЙ НИЖНИХ КОНЕЧНОСТЕЙ ПРИ УЛЬТРАЗВУКОВОЙ 
ДОПЛЕРОГРАФИИ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. VISUALIZED GLEAM OF ARTERIES OF THE LOWER EXTREMITIES AT ULTRASONIC DOPPLEROGRAPHY,  
Ме (Q0.25-Q0.75)

Контрольная группа
Control group

(n = 75)

1 группа
1st group
(n = 75)

2 группа
2nd group
(n = 75)

ОБА, %
GFA, % 89,1 (87,2-94,3) 67,9 (64,7-71,5)

р1 = 0,002
50,1 (47,1-54,1)

р1 < 0,001; р2 = 0,012
ПБА, %
SFA,% 72,3 (68,5-74,3) 32,6 (29,9-41,3)

р1 < 0,001
20,7 (16,5-22,9)

р1 < 0,001; р2 = 0,002
ГБА, %
DFA,% 83,6 (79,5-92,1) 69,1 (66,3-79,2)

р1 = 0,217
51,1 (38,6-55,0)

р1 < 0,001; р2 = 0,014
ПА, %
PA,% 76,4 (72,3-88,4) 30,9 (22,3-38,2)

р1 < 0,001
16,1 (11,2-19,3)

р1 < 0,001; р2 = 0,003
ЗББА, %
BTA,% 87,3 (64,7-91,4) 23,4 (20,1-38,5)

р1 < 0,001
10,9 (5,6-18,5)

р1 < 0,001; р2 = 0,023
ПББА, %
FTA,% 89,9 (78,4-93,5) 22,0 (18,4-36,5)

р1 < 0,001
9,5 (3,2-12,6)

р1 < 0,001; р2 = 0,013

Примечание. ОБА – общая бедренная артерия, ПБА – поверхностная бедренная артерия, ГБА – глубокая бедренная 
артерия, ПА – подколенная артерия, ЗББА – задняя большеберцовая артерия, ПББА – передняя большеберцовая 
артерия. p1 – значимость различий группы по сравнению с контролем (U-критерий Манна–Уитни); p2 – значимость 
различий между 1-ой и 2-ой группами (U-критерий Манна–Уитни).

Note. GFA, general femoral artery; SFA, superficial femoral artery; DFA, deep femoral artery; PA, popliteal artery; BTA, back tibial 
artery; FTA, front tibial artery. p1, the importance of distinctions of group in comparison with control (Mann–Whitney U-test);  
p2, the importance of differences between the 1st and 2nd groups (Mann–Whitney U-test).
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ТАБЛИЦА 3. ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ МИКРОЧАСТИЦЫ ЛИМФОЦИТАРНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ В ПЕРЕСЧЕТЕ НА 100 
ЛИМФОЦИТОВ В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 3. CIRCULATING MICROPARTICLES OF LYMPHOCYTIC ORIGIN IN TERMS OF 100 LYMPHOCYTES IN THE STUDIED 
GROUPS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Контрольная группа
Control group

(n = 75)

1 группа
1st group
(n = 75)

2 группа
2nd group
(n = 75)

Микрочастицы 
лимфоцитарного 
происхождения 
Microparticles of lymphocytic 
origin

385
(260-479)

728
(654-836)
p1 = 0,002

1570
(1124-2120)

p1 < 0,001; p2 = 0,002

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

ТАБЛИЦА 4. КОЭФФИЦИЕНТЫ КОРРЕЛЯЦИИ МЕЖДУ ПОКАЗАТЕЛЯМИ СОСТОЯНИЯ КРОВОТОКА И ЧИСЛОМ 
ЦИРКУЛИРУЮЩИХ МИКРОЧАСТИЦ ЛИМФОЦИТАРНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

TABLE 4. CORRELATION COEFFICIENTS BETWEEN INDICATORS OF A CONDITION OF A BLOOD-GROOVE AND NUMBER OF 
THE CIRCULATING MICROPARTICLES OF LYMPHOCYTIC ORIGIN

Показатели
Indicators

Коэффициент корреляции Спирмена
Correlation coefficient of Spirman

Лодыжечное артериальное давление, мм рт. ст.
Anklebone’s arterial blood pressure, mm Hg rS = -0,82, p = 0,003

Лодыжечно-плечевой индекс
Anklebone-humeral index rS = -0,92, p < 0,001

Пальцевое артериальное давление, мм рт. ст.
Toe’s arterial blood pressure, mm Hg rS = -0,69, p < 0,001

Транскутанное напряжение кислорода, мм рт. ст.
Transcutaneous tension of oxygen, mm Hg rS = -0,89, p = 0,002

Примечание. rS – коэффициент корреляции Спирмена, p – двусторонняя значимость коэффициента корреляции 
Спирмена, считается достоверной при p ≤ 0,01.

Note. rS, a correlation coefficient of Spirman; p, the bilateral importance of a correlation coefficient of Spirman, is considered 
reliable at p ≤ 0.01.

троля, а во 2 группе было значимо ниже и состав-
ляло 38 (32-45) мм рт.  ст., р1  <  0,001, р2  <  0,001. 
Транскутанное напряжение кислорода является 
одним из основных критериев адекватности пер-
фузии, в  1 группе этот показатель не  отличался 
от  нормальных значений, во  2 группе был сни-
жен до 39 (29-52) мм рт. ст.; р1 < 0,001, р2 < 0,001 
(табл. 1)

Поражение артерий нижних конечностей 
у  пациентов обеих групп имело мультифокаль-
ный характер. Сохраненный просвет сосудов 
у пациентов с облитерирующим атеросклерозом 
во всех случаях отличался от показателей практи-

чески здоровых лиц контрольной группы. Про-
свет общей бедренной артерии (ОБА) в  1 груп-
пе составил 67,9 (64,7-71,5)  %, р1  =  0,002, во  2 
группе он был несколько ниже 50,1 (47,1-54,1) % 
(р1 < 0,001, р2 = 0,012). У пациентов обеих групп 
отмечается резкое снижение просвета поверх-
ностной бедренной артерии (ПБА), в  1 группе 
до  32,6 (29,9-41,3)  %, р1  <  0,001; во  2 группе  – 
до 20,7 (16,5-22,9) %, р1 < 0,001; р2 = 0,002. Следу-
ет отметить, что в 1 группе не было выявлено зна-
чимого снижения просвета глубокой бедренной 
артерии (ГБА)  – 69,1 (66,3-79,2)  %, р1  =  0,217, 
а  во 2 группе этот показатель был значительно 
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ниже – 51,1 (38,6-55,0) %, р1 < 0,001; р2 = 0,014. 
Просвет подколенной артерии был значитель-
но сужен в обоих группах и составил 30,9 (22,3-
38,2) %, р1 < 0,001 и 16,1 (11,2-19,3) %, р1 < 0,001; 
р2  =  0,003 соответственно. Наиболее выражен-
ный стеноз, вплоть до полной окклюзии, наблю-
дали в артериях голени. Просвет задней больше-
берцовой артерии (ЗББА) в  1 группе был равен 
23,4 (20,1-38,5) %, р1 < 0,001; во 2 группе – 10,9 
(5,6-18,5) %, р1 < 0,001; р2 = 0,023. Просвет перед-
ней большеберцовой артерии (ПББА) составлял 
22,0 (18,4-36,5)  %, р1  <  0,001 и  9,5 (3,2-12,6)  %, 
р1 < 0,001; р2 = 0,013 (табл. 2).

У  практически здоровых лиц из  контроль-
ной группы число циркулирующих микрочастиц 
лимфоцитарного происхождения составляло 385 
(260-479) на 100 лимфоцитов. В 1 группе этот по-
казатель был в 2 раза выше и составлял 728 (654-
836), p1 = 0,002. Во 2 группе число циркулирую-
щих микрочастиц было в 5 раз выше, чем в группе 
контроля и достоверно отличалось от показателя 
1 группы (1570 (1124-2120), p1 < 0,001; p2 = 0,002 
(табл. 3).

Коэффициент корреляции между числом 
циркулирующих микрочастиц и  лодыжечным 
артериальным давлением составлял rS  =  -0,82 
(p  =  0,003), что соответствовало высокой отри-
цательной корреляции. Корреляция между ло-
дыжечно-плечевым индексом и  числом микро-

частиц была равна rS = -0,92 (p < 0,001), это очень 
высокая отрицательная корреляция. Пальцевое 
артериальное давление имело средней силы от-
рицательную корреляцию с числом микрочастиц. 
Транскутанное напряжение кислорода и  число 
микрочастиц имели коэффициент корреляции 
равный rS = -0,89 (p = 0,002), что соответствовало 
высокой отрицательной корреляции (табл. 4).

Коэффициент корреляции между сохранен-
ным визуализируемым просветом ОБА и числом 
микрочастиц лимфоцитарного происхождения 
составлял rS = -0,44 (p = 0,016), что соответствова-
ло слабой отрицательной корреляции. Коэффи-
циент корреляции между просветом ПБА и чис-
лом микрочастиц был равен rS = -0,64 (p = 0,002), 
что соответствовало отрицательной корреляции 
средней силы. Коэффициент корреляции сохра-
ненного просвета ГБА и числа микрочастиц по-
лучили равным rS = -0,48 (p = 0,009), это слабая 
отрицательная корреляция. Высокими отрица-
тельными являлись корреляции числа микроча-
стиц с  сохраненным просветом ПА  – rS  =  -0,79 
(p < 0,001), и ЗББА – rS = -0,86 (p < 0,001). Очень 
высокий отрицательный коэффициент корреля-
ции был получен между сохраненным просветом 
ПББА и  числом микрочастиц лимфоцитарного 
происхождения rS = -0,91 (p = 0,003) (табл. 5).

ТАБЛИЦА 5. КОЭФФИЦИЕНТЫ КОРРЕЛЯЦИИ МЕЖДУ ВИЗУАЛИЗИРУЕМЫМ ПРОСВЕТОМ АРТЕРИИ И ЧИСЛОМ 
ЦИРКУЛИРУЮЩИХ МИКРОЧАСТИЦ ЛИМФОЦИТАРНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ

TABLE 5. CORRELATION COEFFICIENTS BETWEEN THE VISUALIZED GLEAM OF AN ARTERY AND NUMBER OF THE 
CIRCULATING MICROPARTICLES OF LYMPHOCYTIC ORIGIN

Показатели
Indicators

Коэффициент корреляции Спирмена
Correlation coefficient of Spirman

ОБА, %
GFA, % rS = -0,44; p = 0,016

ПБА, %
SFA,% rS = -0,64; p = 0,002

ГБА, %
DFA,% rS = -0,48; p = 0,009

ПА, %
PA,% rS = -0,79; p < 0,001

ЗББА, %
BTA,% rS = -0,86; p < 0,001

ПББА, %
FTA,% rS = -0,91; p = 0,003

Примечание. См. примечание к таблице 2. rS – коэффициент корреляции Спирмена, p – двусторонняя значимость 
коэффициента корреляции Спирмена, считается достоверной при p ≤ 0,01.

Note. As for Table 2. rS, a correlation coefficient of Spirman; p, the bilateral importance of a correlation coefficient of Spirman, is 
considered reliable at p ≤ 0.01.
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Формирование циркулирующих активных 

частиц лимфоцитарного происхождения играет 
важную роль в  развитии сосудистой патологии. 
Микрочастицы обеспечивают межклеточную 
коммуникацию и  запускают процесс поврежде-
ния эндотелия у пациентов с атеросклерозом раз-
личной локализации [12]. Существуют данные 
о  высокой корреляции между числом микроча-
стиц лимфоцитарного происхождения и  гумо-
ральными маркерами повреждения эндотелия, 
такими как  концентрация sPECAM-1 и  антител 
к фосфолипидам [3] 

Повреждение эндотелия приводит к  целому 
каскаду патологических реакций, нарушающих 
баланс между тромбогенными и  атромбогенны-
ми факторами, механизмами вазоконстрикции 
и вазодилятации [5]. 

Нарушение функционального состояния эн-
дотелия играет ключевую роль в  развитии ате-
росклеротического поражения периферических 
артерий [8]. Этот процесс провоцирует рост и об-
разование новых атеросклеротических бляшек, 

что приводит к снижению сохраненного просве-
та сосудов, вызывает ухудшение перфузии тканей 
и  приводит к  развитию критической ишемии. 
Активация лимфоцитов и формирование цирку-
лирующих микрочастиц может являться патоге-
нетическим маркером облитерации просвета ар-
терии [1, 2, 11].

Таким образом, изучение числа циркулирую-
щих микрочастиц лимфоцитарного происхожде-
ния может отражать интенсивность повреждения 
эндотелия сосудов нижних конечностей у паци-
ентов с облитерирующим атеросклерозом. 

Заключение
Выявленные высокие и очень высокие корре-

ляционные связи между числом циркулирующих 
микрочастиц лимфоцитарного происхождения 
и показателями состояния артериального крово-
тока нижних конечностей, и  сохраненным про-
светом артерий нижних конечностей позволяют 
говорить о  перспективах использования микро-
частиц как патогенетического маркера критиче-
ской ишемии нижних конечностей.
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КЛИНИЧЕСКАЯ И ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ 
ХАРАКТЕРИСТИКА МЕТАБОЛИЧЕСКОГО  
ФЕНОТИПА ОСТЕОАРТРИТА
Ширинский В.С., Калиновская Н.Ю., Филатова К.Ю., 
Ширинский И.В.
ФГБНУ«Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Обследовано 40 больных женщин с гонартрозом: 19 больных опытной группы, у которых 
остеоартрит (ОА) сочетался с метаболическим синдромом (МС), 21 больная ОА без МС. Установле-
но, что метаболический фенотип гонартроза – ОА в сочетании с метаболическим синдромом – от-
личается от ОА без МС большей выраженностью боли по визуальной аналоговой шкале (ВАШ) (65 
мм в опытной группе и 47 мм в группе контроля, р = 0,001) и других симптомов ОА по шкале исходов 
остеоартрита Knee Osteoarthritis Outcome Scale (KOOS) (43,2 баллов в опытной группе и 76,1 балла в 
группе контроля, р = 0,001). Эти основные отличительные характеристики ассоциируются с низким 
уровнем качества жизни в соответствии с неспецифическим опросником для оценки качества жизни 
пациента Short Form-36 (SF-36) (30 баллов в опытной группе и 40 баллов в группе контроля) и кли-
нически значимыми признаками депрессии, регистрируемыми с помощью шкалы оценки здоровья 
пациента Patient Health Questionnaire-9 (PHQ-9) (12 баллов в опытной группе и 7 баллов в группе 
контроля). Метаболический тип гонартроза характеризуется лабораторными признаками системно-
го вялотекущего воспаления, о чем свидетельствует увеличение содержания СРБ (11,4 мг/мл в опыт-
ной группе и 3,2 мг/мл в группе контроля, р = 0,03), IL-6 (2,6 пг/мл в опытной группе и 0,7 пг/мл 
в группе контроля, р = 0,001), IL-18 (196,6 пг/мл в опытной группе и 61,4 пг/ мл в группе контроля, 
р = 0,001) в сыворотке ПК, а также повышением содержания антител к Col2 (27,1 нг/мл в опытной 
группе и 5,5 нг/мл в группе контроля, р = 0,01) и дислипидемией – увеличением уровня холестерина 
ЛПНП (5,5 ммоль/л в опытной группе и 59 ммоль/л в группе контроля, р = 0,032) и триглицеридов 
(2,026 ммоль/л в опытной группе и 1,36 ммоль/л в группе контроля, р = 0,02 ). Заключается, что 
фенотип ОА в сочетании с МС обусловлен их патогенетическим сходством (синтропия), основу ко-
торого составляет вялотекущее воспаление. Этот субтип ОА характеризуется малоизученным пато-
генезом и требует разработки новых принципов терапии этой коморбидности как единой болезни.

Ключевые слова: остеоартрит, метаболический синдром, иммунная система, вялотекущее воспаление, цитокины, 
липиды, СРБ
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CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL FEATURES OF METABOLIC 
PHENOTYPE OF OSTEOARTHRITIS 
Shirinsky V.S., Kalinovskaya N.Yu., Filatova K.Yu., Shirinsky I.V.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Forty women with gonarthrosis were included in this study. The main group consisted of 19 
patients having osteoarthritis (OA) with metabolic syndrome (MS), the control group consisted of 21 patients 
with OA but without MS. It was found that metabolic phenotype of gonarthrosis, i.e. OA with concomitant 
MS, was different from OA without MS in terms of pain measured with visual analogue scale (VAS)  (65 mm 
in the main group vs 47 mm in control group, р = 0.001) and other OA symptoms in accordance with Knee 
Osteoarthritis Outcome Scale (KOOS) (43.2 points in the main group vs 76.1 points in the control group, р = 
0.001). These main distinguishing features were associated with low quality of life measured with non-specific 
questionnaire Short Form -36 (SF-36)  (30 points in the main group and 40 points in the control) and clinically 
significant signs of depression, detected with Patient Health Questionnaire-9 (PHQ-9)  (12 points in the main 
group and 7 points in the control group). The metabolic phenotype of gonarthrosis was characterized with 
laboratory features of low-grade systemic inflammation as evidenced by increased CRP (11.4 mg/ml in the 
main group vs 3.2 mg/ml in the control group, р = 0.03), IL-6 (2.6 pg/ml in the main group vs 0.7 pg/ml in 
the control group, р = 0.001), IL-18 (196.6 pg/ml in the main group vs 61.4 pg/ml in the control group, р = 
0.001) in the peripheral blood serum, as well as increase in antibodies against Col2 (27.1 ng/ml in the main vs 
5.5 ng/ml in the control group, р = 0.01) , and dyslipidaemia – increase in LDL-cholesterol (5.5 mmol/l in 
the main group vs 5.9 mmol/l in the control group, р = 0.032) and triglycerides  (2.026 mmol/l in the main 
group and 1.36 mmol/l in the control gropu,  р = 0.02). In conclusion, MS-associated OA phenotype occurs 
due to pathogenetic similarities between OA and MS (syntropy) based on systemic low grade inflammation. 
This OA phenotype is not well studied and needs further research to develop new treatments targeting these two 
comorbid disorders as a single disease. 

Keywords: osteoarthritis; metabolic syndrome, immune system, low-grade inflammation, cytokines, lipids, CRP

Введение
Остеоартрит (ОА) относится к  числу наи-

более часто встречающихся заболеваний суста-
вов. Клинические проявления ОА выявляются 
у  10-20% населения [2, 3], рентгенологические 
признаки обнаруживаются значительно чаще, 
а количество пациентов, имеющих клинические 
и структурные изменения, существенно увеличи-
вается с возрастом.

По  данным эпидемиологических исследова-
ний в РФ число пациентов с ОА составляет поряд-
ка 15 млн человек [3,7], при этом за период 2010-
2014 годов заболеваемость возросла на 12,1%.

Патогенез ОА связывают с комбинацией мно-
жества факторов (генетических, эпигенетиче-
ских, биомеханических, метаболических и  др.), 
которые в итоге приводят к развитию вялотеку-
щего воспаления во всех структурах сустава, во-
влечению в  процесс клеток иммунной системы, 
жировой ткани, их медиаторов и  формирова-
нию разнородных по фенотипу и этиопатогенезу 
клинических вариантов (субтипов) болезни  [1, 
6, 13]. Остеоартрит, ассоциированный с  мета-
болическим синдромом (ОАМС), возникает 
в  результате сочетания метаболических наруше-
ний  – ожирения, сахарного диабета, инсулино-
резистентности, дислипидемии, гиперурикемии, 
артериальной гипертензии [1, 4, 16]. Частота МС 
в популяции лиц старше 18 лет колеблется от 10 до 

30%, в России она варьирует от 20 до 35% [1, 11]. 
Эпидемиологические исследования подтверди-
ли более высокую частоту метаболического син-
дрома (МС) при ОА (59 против 23 % без ОА) [24], 
причем у лиц молодого возраста (43 года) ОА ас-
социировался с пятикратным увеличением риска 
МС. Несколько исследований указали на  повы-
шенный риск развития остеоартрита, независимо 
от локализации, у пациентов с МС [16]. Доказа-
тельства частого сочетания МС и ОА постоянно 
растут, однако механизмы, связывающие эти два 
заболевания, недостаточно изучены. Предпо-
лагается, что ОА и  составляющие МС взаимос-
вязаны одним патофизиологическим процес-
сом – системным низкоуровневым воспалением. 
Эта гипотеза основана на  экспериментальных 
и клинических данных, свидетельствующих о на-
рушении системной регуляции дифференциров-
ки, пролиферации, апоптоза, активности клеток 
не  только тканей сустава, но и  клеток жировой 
ткани, иммунной системы, а  также избыточной 
нагрузки на опорные суставы вследствие ожире-
ния [4, 16].

Задачей исследования являлось изучение ха-
рактеристики клинических проявлений ОА в со-
четании с  МС и  их связи с  содержанием неко-
торых цитокинов, оценивающих выраженность 
системного воспаления, уровнем липидов в  сы-
воротке периферической крови.
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Материалы и методы
Обследовано 40 больных женщин с  гонар-

трозом: 19 больных опытной группы, у  которых 
ОА сочетался с  метаболическим синдромом, 21 
больная ОА без МС. Диагноз «ОА коленного су-
става» устанавливался согласно критериям Аме-
риканской коллегии ревматологов (ACR) 1986 
года, МС соответственно рекомендациям Все-
российского научного общества кардиологов 
(ВНОК)  [5]  – наличие у  пациента абдоминаль-
ного ожирения (окружность талии (ОТ) > 80 см 
у женщин и > 94 см у мужчин) и двух из следу-
ющих пяти критериев: 1)  артериальная гипер-
тензия (артериальное давление ≥  140/90 мм рт. 
ст.); 2)  повышение уровня триглицеридов (ТГ) 
≥  1,7  ммоль/л; 3)  снижение уровня липопроте-
идов высокой плотности (ЛПВП) < 1,0 ммоль/л 
у  мужчин и  <  1,2 ммоль/л у  женщин; 4)  повы-
шение уровня липопротеидов низкой плотно-
сти (ЛПНП) >  3,0  ммоль/л; 5)  гипергликемия 
натощак (уровень сахара в крови ≥ 6,1 ммоль/л) 
или  нарушение толерантности к  глюкозе (пока-
затель в  плазме крови через 2 ч после нагрузки 
глюкозой ≥ 7,8, но ≤ 11,1 ммоль/л) [11].

Всем больным проводилась рентгенография 
коленных суставов с  последующей оценкой из-
менений по критериям Келлгрена–Лоуренса, со-
гласно которым в 100% случаев у больных обеих 
подгрупп зарегистрирована 2-3 рентгенологиче-
ская стадия болезни.

Для  лечения гипертонической болезни (ГБ) 
больные опытной группы постоянно принимали 
гипотензивные препараты в виде моно- или ком-
бинированной терапии. С  целью уменьшения 
выраженности боли больные обеих групп нерегу-
лярно получали простые анальгетики (ацетами-
нофен), нестероидные противовоспалительные 
средства в  разных дозировках. Оценка функции 
суставов и  забор крови проводились до  приема 
пациентами лекарственных препаратов.

Измерение выраженности боли и  других 
симптомов ОА, нарушения функции суста-
вов, качества жизни, депрессии проводилось 
по  шкалам KOOS (Knee Injury and Osteoarthritis 
Outcome Score) [15], WOMAC (Western Ontario 
and McMaster Universities Arthritis Index) [25], 
русскоязычной версии PHQ-9 (Patient Health 
Questionnaire – шкала депрессии) [9], визуально-
аналоговой шкале (ВАШ) боли и здоровья, Short 
Form-36 (SF-36) [26], CIRS  – G [23]. Уровень 
системного воспаления определяли с  помощью 
оценки содержания IL-6, IL-10, IL-18 (Вектор-
Бест, Россия), адипонектина (Abcam, UK), СРБ 
(Витал Девелопмент Корпорэйшн, Россия) в сы-
воротке периферической крови с помощью стан-
дартных наборов для ИФА, согласно инструкций 
фирм-производителей. Антитела к  коллагену 2 
(CoL2) в  сыворотке крови оценивали с  исполь-
зованием набора фирмы MyBioSourse.com., кон-

центрацию липидов в сыворотке ПК определяли 
стандартным методом.

Описательная статистика представлена меди-
аной, 25% и  75% межквартильными интервала-
ми. Для  выявления различий между сравнивае-
мыми подгруппами использовали U-критерий 
Манна–Уитни.

Результаты и обсуждение
В  таблице 1 представлены основные анамне-

стические и клинические данные обследованных 
больных. Обращает на себя внимание то, что все 
больные были пожилого возраста, с  «избыточ-
ной» массой тела или  «ожирением», согласно 
определениям экспертов ВОЗ. В первой подгруп-
пе больных абсолютное большинство лиц было 
с ожирением, тогда как во второй подгруппе пре-
обладали больные с избыточным весом. У паци-
ентов опытной подгруппы зарегистрировано ста-
тистически значимое увеличение объема талии 
в сравнении с больными без МС. Продолжитель-
ность течения ОА, индекс CIRS-G в  обеих под-
группах не отличались.

В таблице 2 представлены результаты оценки 
некоторых клинических и  функциональных по-
казателей состояния больных на  момент обсле-
дования. Из таблицы следует, что по ряду пока-
зателей больные ОАМС статистически значимо 
отличаются от  больных ОА без МС, а  по неко-
торым выявляются сходства. Так,  уровень боли 
по шкале ВАШ у пациентов опытной подгруппы 
в  1,5 раза больше, чем у  больных контрольной 
подгруппы. В  то же  время интенсивность боли, 
оцениваемой по  опроснику KOOS, у  больных 
обеих подгрупп была одинаково умеренной. 
Оценка показателей общего состояния здоровья 
по  шкале ВАШ и  по результатам опросника со-
ответствующей субшкалы SF-36 выявила уме-
ренное снижение значений показателей в  той 
и другой подгруппе, различий между подгруппа-
ми больных не установлено. Тяжесть симптомов 
гонартроза (субшкала KOOS симптомы и  сум-
марный показатель WOMAC) у  больных первой 
подгруппы была статистически значимо выше, 
и это ассоциировано с более высокими значени-
ями уровня депрессии по шкале PHQ-9. Показа-
тель качества жизни по опроснику KOOS у боль-
ных опытной подгруппы был в 2 раза ниже, чем 
у больных контрольной подгруппы. В то же вре-
мя у пациентов той и другой подгруппы отмечено 
умеренное снижение показателей уровня физи-
ческого и психического здоровья, однако разли-
чий между подгруппами не выявлено.

В  таблице 3 представлены результаты изуче-
ния содержания некоторых биомаркеров в  сы-
воротке периферической крови больных ОА. Об-
ращает на себя внимание более чем трехкратное 
увеличение лабораторных показателей систем-
ного воспаления (СРБ, IL-6, IL-18) у  больных 
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ОА в сочетании с  МС, в сравнении с больными 
ОА без МС. У  больных ОАМС в  сыворотке ПК 
выявлено значительное увеличение содержа-
ния специфических антител к коллагену 2 типа, 
в сравнение с контрольной подгруппой больных.

Таблица 4 содержит данные о содержании раз-
личных липидов в сыворотке крови больных ОА.

Из таблицы следует, что в опытной подгруппе 
больных ОА, в  отличие от  контрольной, стати-
стически значимо повышены концентрации хо-
лестерина ЛПНП и триглицеридов.

Таким образом, результаты одномоментного 
исследования свидетельствуют о том, что метабо-
лический фенотип гонартроза – ОА в сочетании 
с метаболическим синдромом – отличается от ОА 
без МС в  первую очередь большей выраженно-
стью боли и других симптомов ОА. Эти основные 
отличительные характеристики ассоциируются 
с низким уровнем качества жизни и клинически 
значимыми признаками депрессии. Метаболи-
ческий тип гонартроза характеризуется лабора-
торными признаками системного вялотекущего 
воспаления, о  чем свидетельствует увеличение 
содержания СРБ, IL-6, IL-18 в  сыворотке ПК, 
а также повышением содержания антител к Col2 
и  дислипидемией: увеличением уровня холесте-
рина ЛПНП и триглицеридов.

Здесь следует сделать некоторое отступле-
ние и напомнить, что коморбидные заболевания 
не есть простое сочетание нескольких болезней. 
Их фенотип, патогенез представляет собой но-
вое целое с  малоизученными эмерджентными 
свойствами и  иными возможностями терапии, 
на  основе сходства патогенеза [6]. Необходимо 
подчеркнуть, что «возникающие» свойства слож-
ных биологических систем (эмерджентность), 

характерные для  полипатий, невозможно объ-
яснить только с  точки зрения их составляющих 
(отдельных болезней). Патогенез отдельных 
и коморбидных заболеваний связан, по мнению  
Barab si A.L., с изменениями универсальных се-
тевых процессов, происходящих на  геномном, 
молекулярном, клеточном уровнях, которые 
приводят к  поражению различных органов-ми-
шеней [14]. Тем не менее, следуя традиционным 
подходам, рассмотрим вклад МС и его составля-
ющих на тяжесть течения ОА, прогрессию, осо-
бенности патогенеза.

Все основные составляющие МС рассматри-
ваются как факторы риска развития ОА, причем 
тяжесть течения ОА возрастает при их сочета-
нии [1, 4, 6, 28], что показывают результаты и на-
ших исследований. Более высокие значения боли 
в  суставах, функциональной недостаточности 
и  утренней скованности у  больных ОАМС вы-
явлены другими авторами [12]. Увеличение числа 
факторов МС коррелирует с выраженностью боли 
в коленных суставах (OШ = 3,7; 95% ДИ 1,5-5,9; 
p  =  0,001) [4]. При гипергликемии (компонент 
МС) шанс формирования рентгенологических 
проявлений ОА возрастал в 2 раза, а клинических 
в  3 раза. Выявлена обратная корреляционная 
связь ширины суставной щели коленного сустава 
и прямо пропорциональная связь наличия остео-
фитов с числом компонентов МС [21].

Результаты наших исследований свидетель-
ствуют о  том, что пациенты с  ОАМС, в  отличие 
от  больных ОА, характеризуются признаками 
умеренной депрессии. Анализу проблем остеоар-
трита и депрессии посвящен обзор данных лите-
ратуры Н.И. Коршунова и соавт. [8], к которому 

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА БОЛЬНЫХ ОА И ОА В СОЧЕТАНИИ С МС, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH OA AND OA WITH MS, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Parameters

Больные ОА 
в сочетании с МС

Patients with OA and MS
(n = 19)

Больные ОА
Patients with OA  

(n = 21)
p

Возраст (годы)
Age (years)

65,5 
(61,5-70,5)

65 
(53-69) 0,245

масса тела (кг)
Weight (kg)

90 
(85-100)

74,5 
(68-79) 0,02

объем талии (см):
Waist circumference (cm)

108,5 
(104,5-115,0)

86 
(77-94) 0,001

иМТ (кг/м²)
BMI (kg/m²)

34,5 
(32,00-36,65)

28 
(23,5-31,1) 0,001

Продолжительность заболевания 
ОА (годы)
Duration of OA (years)

7 
(3-10)

6 
(3-13) 0,118

Продолжительность заболевания 
гипертонической болезнью (годы)
Duration of hypertension (years)

7 
(4-10) –

Показатель CIRS-G
CIRS-G score

10,5 
(8-11)

9 
(6-12) 0,234
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мы отсылаем заинтересованного читателя. Здесь 
мы ограничимся лишь некоторыми замечаниями.

Проявление депрессии у  больных ОА значи-
тельно усложняет решение задач диагностики, 
прогноза, лечения. Депрессия часто является 
элементом патогенетической связки: «боль – де-
прессия  – нарушения цикла сон  – бодрствова-
ние», определяя снижение физических и психи-
ческих возможностей больного и, как следствие, 
качества жизни. Депрессия извращает восприя-
тие боли и  затрудняет прогностическую оценку 
прогрессирования ОА. Наличие депрессии может 
повышать риск неудовлетворительных резуль-
татов артропластики. В  оригинальной работе Li 
и  соавт. [22] подчеркивается, что композиция 
компонентов МС способствует усилению болей 
и депрессии, ухудшая функцию коленных суста-
вов. Не случайно, некоторые авторы предлагают 
выделение определенного фенотипа ОА – «осте-
оартрит с депрессией», поскольку эта подгруппа 
пациентов требует особого подхода к немедика-
ментозной и медикаментозной терапии и обяза-
тельного участия в лечении и реабилитации пси-
хиатра [8].

Результаты исследования выявили наличие 
у  больных ОАМС дислипидемии. Помимо того, 
что она является известным биомаркером раз-
вития атеросклероза и его грозных последствий, 
показана ассоциация повышенного содержания 
общего холестерина, холестерина липопротеидов 

низкой плотности (ЛПНП) и триглицеридов (ТГ) 
в сыворотке крови с развитием и прогрессирова-
нием ОА [20].

Ключевым звеном патогенеза ГБ  – обяза-
тельного компонента МС, определяющего по-
ражение органов-мишеней  – является ренин-
ангиотензин – альдостероновая система (РАСС). 
Механизмы патогенного действия основного 
компонента этой системы – ангиотензина II (АТ 
II)  – обусловлены не  только его мощным вазо-
констрикторным действием, но и  пролифера-
тивной, прооксидантной, прововоспалительной 
и  протромбогенной активностью. Активируя 
комплекс провоспалительных цитокинов, АТ II 
способствует развитию воспаления ткани, в  ко-
торой он локально синтезирован, будь то  ткань 
почек, сердца, сосуды сетчатки, эндотелий сосу-
дов, синовиальная оболочка сустава [19].

Хорошо известно, что один из главных компо-
нентов МС – висцеральное ожирение – является 
ключевым фактором развития и  более быстро-
го прогрессирования ОА [17, 21]. Сама жировая 
ткань представляет собой самостоятельный се-
креторный орган, который продуцирует разные 
биологические активные вещества с различными 
эффектами [17]. Ожирение играет двоякую роль 
при ОА в зависимости от того, какие суставы пора-
жены – опорные или мелкие. При поражении су-
ставов кистей в патогенезе болезни ведущую роль 
играют системные процессы и  метавоспаление, 

ТАБЛИЦА 2. КЛИНИЧЕСКИЕ И ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ СОСТОЯНИЯ БОЛЬНЫХ ОА, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. CLINICAL AND FUNCTIONAL PARAMETERS OF PATIENTS WITH OA, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Parameters

Больные ОА 
в сочетании с МС

Patients with OA and MS
(n = 19)

Больные ОА
Patients with OA  

(n = 21)
p

Боль по ВАШ
VAS pain

65 
(55,5-76,5)

47 
(35-50) 0,001

Общее состояние здоровья по ВАШ
VAS general health

56 
(43,5-72,0)

47 
(29-50) 0,124

KOOS симптомы
KOOS symptoms

43,2 
(34-57)

76,1 
(67,06-85,10) 0,001

KOOS уровень боли
KOOS pain

45,9 
(40,7-55,6)

49,3 
(27-70) 0,233

KOOS уровень качества жизни
KOOS quality of life

18,7 
(12,5-37,5)

43,2 
(33,5-54,0) 0,002

WOMAC суммарный индекс
WOMAC total

969 
(735-1468)

760 
(610-1100) 0,225

Качество жизни по SF-36:
уровень физического здоровья
SF-36: physical health

30 
(25-30)

40 
(25-60) 0,112

Уровень психического здоровья
Mental health

58 
(44-68)

64 
(47-69) 0,232

Общее состояние здоровья
General health

37,5 
(32,5-50,0)

46 
(37-66) 0,154

PHQ-9 шкала депрессии
PHQ-9 depression scale

12 
(9-17)

7 
(5-11) 0,001
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ТАБЛИЦА 3. СОДЕРЖАНИЕ БИОМАРКЕРОВ В СЫВОРОТКЕ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ ОА, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 3. CONCENTRATIONS OF BIOMARKERS IN PERIPHERAL SERA OF PATIENTS WITH OA, Me (Q0.25-Q0.75)

Биомаркер
Biomarker

Больные ОА 
в сочетании с МС

Patients with OA and MS
(n = 19)

Больные ОА
Patients with OA  

(n = 21)
p

Антитела к коллагену 2 – Col2Ab
(нг/мл)
Antibodies to collagen 2 – Col2Ab (ng/ml)

27,1 
(30,0-61,2)

5,5 
(4-6) 0,01

IL-6 (пг/мл)
pg/ml

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

0,7 
(0,2-1,7) 0,001

IL-10 (пг/мл)
pg/ml

0 
(0,0-4,4)

1,3 
(0,6-3,4) 0,235

IL-18 (пг/мл)
pg/ml

196,6 
(131,90-267,02)

61,4 
(48,1-100,3) 0,001

Адипонектин (нг/мл)
Adiponectin (ng/ml)

30,7 
(24,3- 53,1)

35,9 
(21,4-63,4) 0,282

СРБ (мг/мл)
CRP (mg/ml)

11,4 
(3,7-13,6)

3,2 
(1,8-8,6) 0,03

ТАБЛИЦА 4. СОДЕРЖАНИЕ ЛИПИДОВ В СЫВОРОТКЕ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ ОА, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 4. CONCENTRATIONS OF LIPIDS IN PERIPHERAL SERA OF PATIENTS WITH OA, Me (Q0.25-Q0,75)

Биомаркер
Biomarker

Больные ОА 
в сочетании с МС

Patients with OA and MS
(n = 19)

Больные ОА
Patients with OA  

(n = 21)
p

Общий холестерин (мМоль/л)
Total cholesterol (mMol/l)

5,5 
(5,1-6,2)

5,9 
(5,8-7,0) 0,112

Холестерин ЛПНП (мМоль/л)
LDL-cholesterol (mMol/l)

3,2 
(2,7-3,8)

1,3 
(0,962 -1,600) 0,032

Холестерин ЛПВП (мМоль/л)
HDL-cholesterol (mMol/l)

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

1,4 
(1,3-1,7) 0,124

Индекс атерогенности
Atherogenic index

3,8 
(2,5 - 4,3)

3,0 
(2,5-4,0) 0,041

Триглицериды (мМоль/л)
Triglycerides (mMol/l)

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

1,3 
(1,1-1,5) 0,002

при гонартрозе механическая нагрузка является 
наиболее важным компонентом, однако систем-
ные метавоспалительные процессы также уча-
ствуют в  прогрессировании ОА коленных суста-
вов [21]. Существует множество доказательств, что 
компоненты МС (ожирение, гипергликемия, дис-
липидемия, ГБ, инсулинорезистентность и  пр.) 
участвуют в патогенезе ОА [27, 28] за счет увели-
чения синтеза различных медиаторов воспаления 
(IL-1β, IL-6, TNFα, IL-18, провоспалительные 
адипокины, АТII, некоторые липиды и др.), уве-
личения окислительного стресса и  митохондри-
альной дисфункции, формируя особый тип воспа-
ления – низкоуровневое, хроническое, связанное 
с метаболическими расстройствами и получившее 
название «метавоспаление» (metaflammation) [18]. 
Вялотекущий воспалительный процесс и  состав-
ляющие метаболического синдрома образуют 
«замкнутый круг», взаимно потенцируя друг дру-
га, охватывая различные органы-мишени: жиро-

вую ткань, ткани суставов, клетки стенки сосудов, 
почек и  др. Видимо, не  случайно более высокая 
смертность пациентов с  ОА и  метаболическим 
синдромом от сердечно-сосудистых событий объ-
ясняется не только низкой физической активно-
стью больных, но и  вялотекущим хроническим 
воспалением [16].

Все это позволяет предположить, что частое 
сочетание ОА и МС обусловлено их патогенети-
ческим сходством, основу которого составляет 
вялотекущее воспаление, а  сама полипатия от-
носится к  группе синтропий [6, 10], характери-
зующейся особыми, недостаточно описанными 
клиническими характеристиками, малоизучен-
ным патогенезом и  требующей новых подходов 
к терапии. Напомним, что согласно определению 
академика Пузырева В.П., «..не случайность со-
четания обусловлена сходством патогенеза и уча-
стием общих («синтропных») генов предраспо-
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ложенности к  развитию отдельных заболеваний 
и формированию конкретной синтропии» [10].

Отсюда необходимость обоснования нового 
холистического (персонифицированого) подхода 
к  профилактике, диагностике, лечению и  про-
гнозу коморбидной патологии вообще и  ОАМС 
в  частности, разработка которого находится 
в самом начале своего пути. Пока мы еще очень 
смутно представляем, на  какие универсальные 
принципы должен опираться врач в  лечении 

коморбидной патологии, чтобы избежать не-
избежной полипрагмазии. Один из  вариантов 
подходов, широко обсуждаемый в  последние 
годы, – теория сетевых взаимодействии, сетевая 
медицина и управление сетями [14]. Единичные 
примеры ее эффективности и безопасности вну-
шают оптимизм и веру в правильность холисти-
ческого понимания сути полипатий и, в частно-
сти, ОАМС.
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ОСОБЕННОСТИ СУБПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА 
РЕГУЛЯТОРНЫХ Т-ЛИМФОЦИТОВ И МИКРОБИОТЫ 
КИШЕЧНИКА ПРИ СИНДРОМЕ РАЗДРАЖЕННОГО 
КИШЕЧНИКА
Ермоленко Е.И.1, 2, Кудрявцев И.В.1, 4, Соловьева О.И.3, 
Карасева А.Б.1, Цапиева А.Н.1, Кондратенко Ю.Д.2, Котылева М.П.1, 
Серебрякова М.К.1, Шумихина И.А.3, Суворов А.Н.1, 2

1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова» 
Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия 
4 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. При помощи метагеномного анализа (16 S rRNA) выявлены особенности соcтава кишеч-
ного микробиоценоза у больных синдромом раздраженного кишечника (СРК): 1) увеличение предста-
вительства Actinobacteria, в том числе Bifidobacterium spp., Firmicutes, в том числе принадлежащих к се-
мействам Streptococcaceae (Streptococcus), Lachnosperaceae (Dorea), Veillonellaceae (Dialister), Proteobacteria 
(семейства Enterobacteriaceae и Desulfovibrionaceae); 2) уменьшение популяции Bacteroidetes, в том числе 
представителей семейств Prevotellacea (Prevotella spp.), Bacteroidaceae (Bacteroides spp.), фирмикутных 
бактерий, относящихся к семействам Clostridiaceae и Ruminococcaceae (Fecalibacterium spp.). Проточ-
ная цитометрия при исследовании субпопуляционного состава T-регуляторных (Тreg) лимфоцитов 
выявила у больных СРК увеличение количества CD45R0+CD62L+ клеток центральной памяти (СМ), 
способных регулировать процессы созревания и дифференцировки лимфоцитов в лимфоидной тка-
ни. Обнаружено снижение экспрессии экзонуклеаз CD39 и CD73, что может оказывать существенное 
влияние на их активность. Отмечено снижение эффекторных клеток памяти (ЕМ) Тreg.

Изменения в уровне экспрессии экзонуклеаз CD39 и CD73 находились в обратной корреляцион-
ной связи с содержанием протеобактерий и представительством родов Bifidobactrium и Faecalibacterium. 
Количественное содержание СМ Treg находилось в  прямой корреляционной связи с  содержанием 
Dorea spp. 

Полученные результаты могут указывать на нарушения в процессах дифференцировки Тreg, ко-
торые тесно связаны с изменениями ключевых компонентов кишечного микробиоценоза при СРК.

Ключевые слова: кишечный микробиоценоз, метагеномный анализ, проточная цитометрия субпопуляции Т-лимфоцитов
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PROFILE OF SUBPOPULATION COMPOSITION OF 
REGULATORY T LYMPHOCYTES AND INTESTINAL 
MICROBIOTA IN PATIENTS WITH IRRITABLE BOWEL 
SYNDROME
Ermolenko E.I.a, b, Kudryavtsev I.V.a, d, Solovyova O.I.c, 
Karaseva A.B.a, Tsapieva A.N.a, Kondratenko Yu.D.b, Kotyleva M.P.a, 
Serebryakova M.K.a, Shumikhina I.A.c, Suvorov A.N.a, b

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation  
c North-Western State I. Mechnikov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation 
d First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The following specificcharacteristics of the composition of intestinal microbiota in patients with 
irritable bowel syndrome (IBS) were identified using a metagenomic analysis (16 S rRNA): 1) an increase 
in the representation of Actinobacteria, including Bifidobacterium spp., Firmicutes, including representatives 
of Streptococcaceae (Streptococcus), Lachnosperaceae (Dorea), Veillonellaceae (Dialister), Proteobacteria 
(Enterobacteriaceae and Desulfovibrionaceae families); 2) a decrease in the population of Bacteroidetes, 
including representatives of the families Prevotellacea (Prevotella spp.), Bacteroidaceae (Bacteroides spp.). 
Firmicutes belonging to the families Clostridiaceae and Ruminococcaceae (Fecalibacterium spp.). 

Flow cytometry in the study of the subpopulation composition of T regulatory (Treg) lymphocytes in 
patients with IBS revealed an increase in the number of CD45R0+CD62L+ central memory cells (CM), which 
can regulate the processes of maturation and differentiation of lymphocytes in lymphoid tissue. A decrease 
in the expression of exonucleases CD39 and CD73 was detected, which can have a significant effect on their 
activity. A reduction in effector memory cells (EM) Treg was observed.

Changes in the expression level of exonucleases CD39 and CD73 were inversely correlated with the content 
of Proteobacteria and the representation of the genera Bifidobacterium spp. and Faecalibacterium spp. The 
content of СM Treg was directly correlated with the content of Dorea spp.

The results may be indicative of impairment in the processes of Treg differentiation, which are closely related 
to changes in key components of intestinal microbiocenosis in IBS.

Keywords: intestinal microbiocenosis, metagenomic analysis, flow cytometry of a subpopulation of T lymphocytes

The work is supported by the grant of RPF 16-15-
10085.

Introduction
Irritable bowel syndrome (IBS) is one of the most 

common functional diseases of the gastrointestinal 
tract, which affects more than 40% of gastroenterology 
patients. Significant heterogeneity of the disease is a 
predictor of the low effectiveness of treatments 
prescribed to these patients, which in turn leads to 
the progression of symptoms, a decrease in quality of 
life, and to an increase in time on sick leave [1, 5, 13, 
19, 34]. 

Studies in recent years have revealed the multifactor 
nature of the pathogenesis IBS, the presence of disorders 
of neurohumoral mechanisms of the gastrointestinal 
tract and the whole body. The cellular composition 
and morphofunctional characteristics of the intestinal 
mucosa in IBS have been thoroughly studied. This 

disease, a condition in the gastrointestinal tract, is more 
often interpreted not as dysbiosis, but as “low-grade 
inflammation” [4, 37]. The microbiota of IBS patients 
demonstrated an increase in the representation 
of phylum Proteobacteria, changes in the ratio of 
individual representatives of phylum Bacteroidetes and 
Firmicutes, a decrease in biodiversity [25, 26, 36]. Most 
often, IBS increased the population of enterobacteria 
[36], lipopolysaccharides (LPS) of the cell wall, which 
can have a direct effect on immunocompetent cells, 
interacting with TLR4 receptors on their surface [20, 
29].

Also, unsaturated fatty acids (butyric, propionic and 
acetic), which are produced by other representatives 
of the intestinal microbiocenosis, including those of the 
Bacteroidetes and Firmicutes phyla, play an important 
role in regulating the immune response in patients with 
IBS [14, 21, 32, 33]. All of the above factors affect the 
polarization of the immune response.
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In IBS, significant changes in the composition 
of immunocompetent cells at the local and system 
levels have been identified [3, 7, 17]. The content 
of mast cells, intraepithelial lymphocytes and 
enterochromaffin cells (endocrine cells producing 
80% of all serotonin synthesized in the human body) 
is elevated in the cellular infilatrate in the intestine 
of IBS patients. Locally and in the peripheral blood 
of patients, there has been an increase in the number 
of inflammatory markers: C-reactive protein [11], 
proinflammatory cytokines – IL-1, IL-6 and TNFα, 
while the amount of regulatory and anti-inflammatory 
cytokine IL-10 is generally reduced [3]. These changes 
in the state of the mucosa, the composition of the 
microbiota, cytokine status in IBS are accompanied 
by activation of T lymphocytes [17] circulating in the 
blood of patients.

Previously, we have shown [18], that the relative 
content of follicular T  helpers (Tfh) with the 
phenotypes CXCR3-CCR6-CCR4 decreased in 
IBS patients, while the level of Tfh populations with 
the properties of Th17 (DN Tfh17 and Tfh17.1) 
demonstrated a statistically significant increase. These 
changes in Tfh composition suggest there are changes 
in how the specific humoral immune response in IBS 
patients functions, which was supported by reports 
of an increase in the population of B-lymphocytes 
previously detected in IBS by other authors [7].

Despite the fact that the exact causes of 
development and pathogenesis of IBS remain 
unknown, the involvement of Treg in this pathological 
process is of interest, as it is the pool of Treg cells 
that is able to act as regulators of inflammation and 
as suppressors in the development of allergic and 
autoimmune reactions of the body. 

The main objective of this study was to analyze 
the subpopulation composition of Treg lymphocytes 
in peripheral blood in patients with IBS, taking into 
account the analysis of the gut microbiome.

Materials and methods
Patient characteristics
Twenty-two patients fulfilling the Rome Criteria V 

for irritable bowel syndrome with diarrhea (IBS-D were 
selected for this clinical trial. The subjects included 
8 men (32%) and 17 women (68%). The mean age in 
the group was 37.0±8.05 (24-52) years. Patients were 
monitored in the North-Western State I. Mechnikov 

Medical University. All patients have signed an informed 
consent.

The control group was made up of 30 healthy 
volunteers of similar age and gender, and same 
proportion of male/ female subjects as in the group of 
subjects with IBS.

The object of the study was blood samples obtained 
by the peripheral vein puncture and collected in 
vacuum tubes with the addition of K3EDTA. All 
studies were performed with the informed consent 
of the subjects and in accordance with the Helsinki 
Declaration of the World Medical Association “Ethical 
Principles for Medical Research Involving Human 
Subjects” with amendments from 2000 and “Rules of 
Clinical Practice in the Russian Federation” approved 
by the Order of the Ministry of Health of the Russian 
Federation 19.06.2003 No. 266. All laboratory tests 
were carried out on the day of the blood collection.

Study of the composition of the gut microbiota
The composition of intestinal lumen microbiotawas 

identified in the samples of faeces frozen on the day 
of the material’s collection. Metagenomic analysis 
was used for the analysis. Libraries of hypervariable 
regions V3 and V4 of the 16S RNA gene were 
analyzed on MiSeq (Illumina, USA). DNA were 
isolated from faeces using the kit DNK-EKSPRESS 
by Litekh (Moscow, Russia). The standard method 
recommended by Illumina based employing two 
rounds of PCR was used to prepare the libraries. The 
first round was the amplification of a 16S RNA gene 
fragment, adding to the target fragment of the adapter 
nucleotide sequences included in the PCR primers 
(Table 1).

The second round of PCR, sample preparation, 
sequencing and bioinformatic processing was 
performed at the Resource Center “Biobank” of the 
St.  Petersburg State University. The quality of raw 
DNA readings was assessed by Fastqc (http://www.
bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). The 
selection of operatiionsl taxonomic units (OTEs) 
based on similar sequences of 16S rRNA was carried 
out by the CD-HIT-OTU-Miseq software. CD-HIT-
OTU-Miseq allows to select OTE by the sequence of 
terminal regions without the need to merge paired 
sequences. Clustering was carried out by comparing 
the DNA regions R1 and R2 with good reading 
quality of 200 and 180 nucleotide pairs, respectively, 
97% of the homology of the selected sites and cut-

TABLE 1. SEQUENCE OF PRIMERS FOR ANALYSIS OF THE SEQUENCES OF 16S rRNA GENES

Sequence of the primers of V3 and V4 regions of 16S rRNA used Amplicon size

Forward 
(341) tcgtcggcagcgtcagatgtgtataagagacagcctacgggnggcwgcag

464
Reverse 
(785) gtctcgtgggctcggagatgtgtataagagacaggactachvgggtatctaatcc
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Figure 1. Features of the composition of the gut microbiota 
in IBS patiens at the phylum level
Note. The arrows indicate statistically significant differences in the 
representation of individual phyla . ↓ p, decrease; ↑, an increase 
compared to the group of healthy volunteers. The picture does not 
show values less than 1%.

Figure 2. Features of the composition of the intestinal 
microbiota in IBS at the family level
Note. The arrows indicate statistically significant differences in the 
representation of individual families. ↓, decrease; ↑, increase in 
comparison with the healthy volunteers group. The figure does not 
show values less than 1%. 
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offs 0.00001 by quantity. The OTE annotation was 
implemented using Greengenes database version 
13.5. OTE presented in less than 5% of samples were 
dismissed as noise. 

Study of the phenotypes of immune cells
Phenotypes of immune cells were determined 

by flow cytofluorimetry in venous blood obtained by 
puncture of a peripheral vein and collected in vacuum 
tubes with the addition of K3EDTA. Blood samples were 
taken on the same day as the feces. The preparation 
of peripheral blood samples and the adjustment of the 
flow cytofluorimeter was carried out in accordance 
with the recommendations set forth by S.V. Khaidukov 
et al. [15]. The following panel of monoclonal 
antibodies conjugated with various fluorochromes was 
used to identify the main populations of regulatory 
T  lymphocytes and assess their expression level of 
CD39 and CD73: CD39-FITC (clone A1, cat. 328206, 
BioLegend, Inc., USA), CD25-PE (clone B1.49.9, 
cat. A07774, Beckman Coulter), USACD62L-ECD 
(clone DREG56, cat. IM2713U, Beckman Coulter), 
USACD45R0-PC5.5 (clone UCHL1, cat. IM2712U, 
Beckman Coulter), USACD4-PC7 (clone SFCI12T4D11 
(T4), cat 737660, Beckman Coulter), USACD8-
APC (clone B9.11, cat. IM2469, Beckman Coulter), 
USACD3-APC-Alexa Fluor 750 (clone UCHT1, cat. 
A94680), CD73-Pacific Blue (clone AD2, cat. 344012, 
BioLegend, Inc.) and CD45-Krome Orange (clone J33, 
cat. ABeckman Coulter, USAUSA96416, Beckman 
Coulter, USA). This set of monoclonal antibodies was 
used to stain 100 µl of peripheral blood in accordance 
with the manufacturer’s recommendations. To identify 
the main Treg populations, as well as to analyze their 
expression of CD39 and CD73, an algorithm (gating 
strategy) was used, which was described in detail 
earlier [24].

Removal of red blood cells from samples was carried 
out following a no-wash procedure using a lysing 
solution Versa Lyse (cat. No. No A09777), to 975 ml 
of which 25 ml of IOTest 3 Fixative Solution was added 
ex tempera (Cat. No A07800). After the destruction 
of red blood cells, the samples were once washed off 
with an excess of saline solution at 330g for 7 minutes, 
after which the supernatant was removed, and the cell 
sediment was resuspended in a saline solution with a 
pH of 7.2-7.4 containing 2% paraformaldehyde (Sigma-
Aldrich, USA). The samples were analyzed on the 
Navios™ cytofluorimeter (Beckman Coulter, USA), 
equipped with three 405, 488 and 638 nm diode lasers.

Statistical analysis
Comparative analysis was conducted using 

ANOVA with post hoc HSD test for unequal sample 
sizes in Program Statistica 8. Proportions were 
compared using the Yates correction. Spearman’s 
correlation was used to define statistical relationships 
between the test paramaters. Differences of p < 0.05 
were considered significantreliable in all statistical 
analyses.

Results
Study of the features of the composition of the 

intestinal microbiocenosis
The analysis of the composition of the 

gastrointestinal microbiome in patients with IBS 
was carried out by comparing it with the microbiome 
of healthy volunteers with similar gender and age 
characteristics.

Metagenomic analysis showed that at the filum 
level there is an increase in the representation of 
Actinobacteria, Firmacutes and Proteobacteria. At the 
same time, a decrease in the Bacteroidetes population 
was noted (Figure 1).
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An analysis of the representation of bacterial 
families present in the gut mircobiota of healthy 
volunteers and IBS patients allowed to clarify 
the taxonomic features of the composition of the 
population. Thus, the phylum Bateroidetes in healthy 
people was distinguished by a high content of 
Bacteroides and Proteobacteria. The representation of 
the families Enterobacteriaceae, Streptococcaceae and 
Veilonellaceae in the intestine of patients with IBS was 
increased, together with a reduction in Clostridiaceae, 
Prevotellaceae, Ruminococcaceae and Bacteroidaceae 
(Figure 2, Table 2).

Analysis of the intestinal microbiome at the level of 
individual genera of bacteria revealed: a decrease in the 
representation of Bacteroidetes and Faecalibacterium 
spp. against the background of an increase in 
representatives of the genera Dorea, Bifidobacterium, 
Desulfovibrio, Streptococcus and Dialister (Table 2).

Analysis of subpopulation composition of peripheral 
blood T lymphocytes 

Content of major populations of T  lymphocytes of 
peripheral blood of IBS patients

The study of cluster differentiation of the main 
populations of T lymphocytes showed that peripheral 
blood samples obtained from IBS patients and 
healthy volunteers are not statistically different in 
terms of the absolute content of CD3+, CD3+CD4+ 
and CD3+CD8+ cells (data not shown). The relative 

content of regulatory T cells with the phenotype 
CD4+CD25bright also did notstatistically differ between 
the groups (63 cells/µl (42-84) in patients with IBS and 
57 cells/µl (44-73) in healthy volunteers (p = 0.658). 
The relative cell content of this population did not 
change within the general population of peripheral 
blood lymphocytes (3.09% (2.62-3.74) vs 3.38% 
(2.71-3.88) at the p = 0.213), and when analyzing the 
relative content of Tregs among CD3+CD4+ T helpers 
6.48% (5.86-7.80) vs 6.78% (6.05-8,34) at p = 0.335.

 Analysis of subpopulation composition of regulatory 
T  lymphocytes of peripheral blood of IBS patients by 
level of expression of CD45R0 and CD62L

In order to detect individual peripheral blood 
Treg subpopulations, the level of expression on the 
surface of cells of two antigens was evaluated: CD45R0 
(short form of antigen CD45, indicating differentiation 
of T  lymphocytes into central or effector me
mory cells) and CD62L (adhesion molecule allowing 
T  lymphocytes to enter peripheral lymphoid organs 
through high endothelial venules) [24]. Based on this 
analysis three main populations of Treg were identified: 
naive or thymic cells with CD45R0-CD62L+ phenotype 
and two populations of peripheral Treg  – central 
and effector memory cells with CD45R0+CD62L+ 
and CD45R0+CD62L- phenotypes, respectively. The 
analysis of the relative and absolute content of these 
cell populations is shown in Figure 3. Thus, there was 

TABLE 2. REPRESENTATION OF STATISTICALLY SIGNIFICANT TAXA IN THE FAECES OF IBS PATIENTS AND HEALTHY 
VOLUNTEERS IN %

Taxons Name of the taxons Healthy
volunteers

Patients with 
IBS

Changes as compared 
to the volunteers

Phylum

Actinobacteria 0.13 1.24 ↑

Firmacutes 31.71 49.69 ↑

Proteobacteria 1.68 4.02 ↑

Bacteroidetes 41.09 26.92 ↓

Family

Enterobacteriaceae 0.43 2.84 ↑

Veilonellaceae 3.74 20.0 ↑

Clostridiaсeae 0.67 1.72 ↓

Prevotellaceae 6.19 2.71 ↓

Ruminococcaceae 13.52 13.16 ↓

Bacteroidaceae 27.44 20.24 ↓

Streptococcaceae 0.15 0.64 ↑

Genus

Fecalibacterium 2.5 0.8 ↓

Bacteroides 39.1 21.2 ↓

Dorea 0.00085 0.00211 ↑

Bifidobacterium 0.00086 0.01475 ↑

Desulfovibrio 0.000291 0.002832 ↑

Streptococcus 0.00291 0.017398 ↑

Dialister 0.079716 0.11864 ↑
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a significant increase (p = 0.026) in the proportion of 
Treg with phenotype CD45R0+CD62L+ in IBS patients 
from 57.45% (49.57-60.15) to 63.24% (55.96-66.76), 
which was accompanied by a decrease in the level of 
CD45R0+CD62L-Treg in circulation (р < 0.001), from 
11.34% (9.15-14.77) to 6.88% (4.24-8.44). 

Analysis of the expression of effector molecules CD39 
and CD73 by regulatory T  lymphocytes of peripheral 
blood of IBS patients

As a part of further studies of Treg phenotype in IBS 
patients the expression of two membrane-associated 
enzymes was analyzed: CD39 (or E-NTP Dase1, 
Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase-1) 
and CD73 (or Ecto5’NTase, ecto-5’-nucleotidase) 
with nucleotidase activity. It has been shown that in 
patients with IBS and in healthy volunteers there is not 
statistically significant difference in relative content of 
CD39 Treg (30.21% (8.49-47.02) and 40.10% (30.41-
50.00), respectively, at p  =  0.228), respectively, and 
of CD73 Treg (4.46% (2.66-5.47) and 4.81% (3.53-
6.01), respectively, at p = 0.220).

However, in analyzing the expression of these 
surface molecules on various subpopulations of Treg 
of identified on the basis of CD45R0 and CD62L 
coexpression, significant differences were found 
between the groups compared, which concerned naive 
or thymic CD45R0-CD62L+Treg (Figure 4). Thus, an 
almost twofold reduction in the content of CD39+ 
naive Treg and CD73-positive cells of this population 
in patients with IBS has been demonstrated: from 
14.36% (6.34-18.78) to 6.25% (1.68-9.28, р < 0,001) 
and from 5.44% (3.93-7.18) to 2.87% (0.88-3.98, 
р < 0,001), respectively.

The summarized results obtained in the study 
of cluster differentiation of Treg lymphocytes are 
presented in the Table 3. 

Correlation between the indicators of cluster 
differentiation of lymphocytes and the representation 
of individual taxons of bacteria in IBS patients

Spearman’s correlation test used to analyze 
data for the the group of patients with IBS revealed 
a direct correlation (r  =  0.483744, p  <  0.05) 
between representatives of the Dorea spp. and 
CD45R0+CD62L+Treg lymphocytes of central memory 
(Figure 5).

A negative correlation was established between 
the representation of phylum Proteobacteria, genera 
Faecalibacterium and Bifidobacterium, and Treg 
lymphocytes of central memory, on which two 
or one of the following enzymes was expressed: 
diphosphohydrolase and nucleotidase (CD73+ and/or 
CD39+ molecules) (Figures 6-8).

Discussion
IBS is one of the most common human 

gastrointestinal diseases, at the same time it is 
difficult to diagnose since the intestinal pathology 
is closely associated with psycho-somatic disorders. 
For that reason it is extremely important to discover 
characteristic pathogenesis mechanisms and specific 
properties of innate immune cell differentiation. 
This work was used to trace the correlation between 
the expression of marker molecules on the surface 
of immunocompetent cells and changes in the 
composition of microbiocenosis. It is no secret that 
the microbiota of patients with IBS is subject to 
significant disbiotic changes, however, the available in 
the literature data on the structure of microbiota in 
patients with IBS are quite contradictory. 

The increase of the Proteobacteria quantity, 
including the Enterobacteriaceae family, has previously 
been noted by many authors, [25, 26, 27, 28, 36]. 
This study showed that the growth of enterobacteriae 
population is accompanied by an increase in the 
content of Deltaproteobacteria,  – Desulfovibrio, 
capable of partially neutralizing toxic and radioactive 
compounds as well as of causing superficial destruction 
of other bacteria [16, 35], as well as cause superficial 
destruction of other bacteria. In addition to the usual 
controlled shifts, an increase of bacteria belonging 
to the genera Weilonella, Lahnospiria, Streptococcus, 
Bifidobacteria and decrease of Bacteroides spp 
is present. Numerous studies of gut microbiota 
in IBS have noted an increase in some types of 
microorganisms with “pro-inflammatory” activity 
[24, 26], including representatives of the Dorea, 
Ruminococcus and Clostridium genera. It should be 
noted, that the presence of Dorea (a member of the 
Lachnospiraceae family) was closely associated with 
an increase in pro-inflammatory cytokine production. 

TABLE 3. REPRESENTATION OF STATISTICALLY SIGNIFICANT INDICATORS IN THE EVALUATION OF Treg 
SUBPOPULATIONS IN THE PERIPHERAL BLOOD OF PATIENTS WITH IBS AND HEALTHY VOLUNTEERS

Indicator markers Healthy 
volunteers Patients with IBS Change compared to healthy 

volunteers

CD45R0+CD62L+, % 57.45* 63.24 ↑

CD45R0+CD62L-, % 11.34 6.88 ↓

CD45R0-CD62L+CD39+, % 14.36 6.25 ↓

CD45R0-CD62L+CD73+, % 5.44 2.78 ↓

Note. *, % from total amount of Treg.
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Figure 3. Changes in the subpopulation composition of peripheral blood regulatory T cells
Note. The upper and lower rows of histograms (from left to right) are the relative and absolute contents of regulatory peripheral blood 
T lymphocytes with phenotypes CD45R0-CD62L+, CD45R0+CD62L+ and CD45R0+CD62L-, respectively. Black, patients with IBS (n = 25); white, 
healthy volunteers (n = 30). The results are presented as median and interquantile range (Me (Q0.25-Q0.75). The nonparametric Mann–Whitney test 
was used to compare the samples.

Figure 4. Expression of CD39 and CD73 by various subpopulations of regulatory peripheral blood T cells in IBS patients
Note. The upper row (from left to right) is the content of CD39+ cells relative to CD45R0-CD62L+, CD45R0+CD62L+ and CD45R0+CD62L-Treg, 
respectively. The bottom row of histograms (from left to right) is the content of CD73+ cells relative to CD45R0-CD62L+, CD45R0+CD62L+ and 
CD45R0+CD62L-Treg, respectively. Black, patients with IBS (n = 25); white, healthy volunteers (n = 30). The results are presented as median and 
interquantile range (Me (Q0.25-Q0.75). The nonparametric Mann–Whitney test was used to compare the samples.
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The ability of these bacteria to metabolize sialic acids 
could be accompanied by increase of permeability and 
further development of inflammatory reactions in the 
intestine [31]. The ability of this kind of bacteria to 
form a significant compared to other representatives 
of the gut microbiota quantity of hydrogen and carbon 

dioxide largely explains the symptoms of bloating and 
pain in the intestines characteristic of IBS [38].

It has been shown that the increase in streptococcus 
content led to stimulation of the production of pro-
inflammatory cytokine IL-6 and the degradation of 
mucin [26], so the increase in the representation of 
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Figure 5. Direct correlation (r = 0.483744, p < 0.05) 
between the content of naive Tregs (% of Treg) and the 
representation of Dorea spp. (%)
Note. Naive or thymic cells (CD45RA+CD62L+% relative to the total 
number of naive T helpers with phenotype CD45RA+CD62L+. 

Figure 6. Correlation (r = -0.459851, p < 0.05) between the 
cluster differentiation indices of CD45RA-62L+CD39+CD73+ 
lymphocytes (% relative to the total number of T helper 
cells) and Proteobacteria representation (%) in patients 
with IBS
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these bacteria in IBS patients, identified in this work, 
was predictable.

As in other reports on the composition of intestinal 
microbiota of patients with IBS a decrease in beneficial 
resident F. prausnitzii bacteria producing butyrate has 
been found in this work. Many authors associate the 
increase in these bacteria with a favorable prognosis for 
the progression and course of non-specific ulcerative 
colitis and Crohn’s disease [2]. There is a correlation 
between the presence of F. prausnitzii (together with 
Butyricococcus pullicaecorum and other butyrate-
producing bacteria) in the mammalian gastrointestinal 
tract and a decrease in TNFα and IL-8 levels, as well as 
an increase in production of IL- 10 [6, 9, 22].

The excessive increase in bifidobacteria, as well as 
the increase in the representation of Actinobacteria 
was unexpected. However, these changes can be 
associated with the launch of a compensatory reaction 
of the organism to the formation of a low-grade 
inflammation site in the intestine of patients with IBS. 
Further studies may involve an analysis of species and 
strains of Bifidobacterium spp.

Treg play a leading role in regulating the functional 
activity of immune system cells in both peripheral 
lymphoid and in inflamed tissues [10]. The analysis 
of the relative and absolute content of Treg in the 
peripheral blood of IBS patients did not demonstrate 
any differences in these indicators when compared with 
the control group, which is fully consistent with the 
results given in the literary sources [12]. 

The analysis of our results, based on the study of 
the subpopulation composition of Treg, has identified 
a statistically significant increase in the population 
of CD45R0+CD62L+CM cells, which can regulate 
the maturation and differentiation of lymphocytes in 

lymphoid tissue, including lymph nodes and Peyer’s 
patches.

At the same time, we have noted a significant 
decrease in both the relative and absolute content of 
EM Tregs, the main function of which is believed to 
be regulating immune reactions occurring in peripheral 
tissues, including connective tissue of the intrstibal wall. 
A drop in the circulation of these cells may be related 
both to an increase of their migration to inflamed 
tissues and to abnormalities in the mechanisms of their 
differentiation in lymphoid organs related to a decrease 
in mature and Tregs capable of systematic migration to 
the periphery. 

Moreover, sources indicate that the expression 
of homing molecules on CD4+ lymphocytes in IBS 
increases, which are associated with an increase in 
CD levels of 62L and z4-7-integrin [23]. However, the 
changes described by the authors also seem to apply 
to Treg, as we have shown in the course of the study.

One of the most important mechanisms of 
suppression of inflammation, which is realized by Treg 
both in lymphoid tissue and in the site of inflammation, 
is the degradation of pro-inflammatory extracellular 
ATP to adenosine, which has a wide spectrum of anti-
inflammatory action and acts on the effector cells of 
innate and acquired immunity [8]. When comparing 
CD39+ and CD39-Treg in vitro, it was shown that the 
presence of CD39 is closely related to the high ability 
of these cells to show their suppressor properties due 
to the efficient expression of the transcription factor 
FoxP3, as well as the regulatory molecules CTLA4, 
GARP, and LAP [28].

In the course of our research we found a decrease 
in the density of CD39 and CD73 expression on 
the surface of “naive” Treg, which can significantly 
affect the functions performed by these cells. It 
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Figure 7. Correlation (r = -0.460728, p < 0.05) between 
the indicators of cluster differentiation of lymphocytes 
CD39+CD73+ of T cells and representation of the genus 
Faecalibacterium in patients with IBS

Figure 8. Correlation (r = -0.456460, p < 0.05) between 
the indicators of cluster differentiation of lymphocytes 
CD39+CD73+ of T cells and the representation of 
Bifidobacterium (%) in patients with IBS
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should be especially noted that CD45R0-Treg, 
which have passed only the stage of antigen-
independent differentiation in the thymus, is capable 
of recognizing only the body’s own antigens and not 
the antigens of exogenous origin [30]. Apparently, 
this very population of cells plays a leading role in 
maintaining tolerance to autoantigens and prevents 
the development of autoimmune processes in the 
body. The results obtained may indicate abnormalities 
in the processes of Treg differentiation, which may 
lead to the disruption of peripheral tolerance in IBS. 

The composition of the intestinal microbiota 
and the characteristics of cluster differentiation of 
subpopulations of T  lymphocytes were evaluated in 
patients of IBS simultaneously. Therefore, the negative 
correlations between the decrease in CM lymphocytes 
functioning as suppressors of the inflammatory 
response and the increase in proteobacteria and the 
maingas producers of the genus Dorea spp. seems very 
significant and important.

On the other hand, the identified negative 
correlations between regulatory cell populations 
and bifidobacteria and fecal bacteria, which are 
usually correlated with positive changes in the state 
of intestinal microbiota are difficult to explain. It is 
possible that in the latter case there is a compensatory 

reaction of the intestinal microbiota to the chronic 
inflammation developing in the gut.

The discovered tendency to trigger inflammatory 
reactions, noted earlier [18], and the discovered 
abnormalities in systematic and local regulation 
of immunological processes associated with 
intestinal dysbiosis create the preconditions for the 
possible development of an autoimmune pathology 
associated with an increase in the number of naive 
thymic lymphocytes and possible deficiencies of 
immunological tolerance to their own antigens and 
antigens to representatives of resident microbiota. 

The results of the study suggest that changes in the 
level of individual microorganisms in the microbiota 
and the subpopulation composition of Treg cells are 
related, and the correction of the abnormal composition 
of microbiota of the intestine may represent a new 
strategy to change the immune status of patients with 
IBS. In addition, the identified patterns open up new 
diagnostic possibilities to determine the degree of 
progression of dysbiosis in IBS using flow cytometry. 
On the other hand, the identified new features of the 
microbiota of patients with IBS can also contribute to 
a more accurate diagnosis of the disease, opening up 
additional prospects for controlling its course.
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ЗАВИСИМОСТЬ ФЕНОТИПА И ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ 
АКТИВНОСТИ МОНОЦИТОВ ОТ КОЛИЧЕСТВА 
Т-РЕГУЛЯТОРНЫХ КЛЕТОК У БОЛЬНЫХ РАКОМ ПОЧКИ
Савченко А.А.1, Борисов А.Г.1, Кудрявцев И.В.2, 3, Мошев А.В.1
1 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр „Красноярский научный центр Сибирского отделения 
Российской академии наук“», обособленное подразделение «Научно-исследовательский институт 
медицинских проблем Севера», г. Красноярск, Россия  
2 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Целью данного исследования явилось изучение зависимости фенотипа и  активности 
респираторного взрыва моноцитов от количества Т-регуляторных клеток (Tregs) у больных с раком 
почки (РП). Больные с РП (T3N0M0, светлоклеточный тип) были обследованы до хирургического 
лечения. Фенотип Tregs и моноцитов крови изучали методом проточной цитометрии. Исследование 
состояния респираторного взрыва моноцитов проводилось путем определения активности люциге-
нин- и люминол-зависимой спонтанной и зимозан-индуцированной хемилюминесценции. Установ-
лено, что количество Tregs в крови больных с РП было увеличено относительно контрольных значе-
ний (у пациентов с РП – Me = 6,3%). Все обследованные пациенты были разделены на две группы 
в соответствии с медианой по Tregs (менее и более 6,3%). Наиболее выраженные изменения в фено-
типе моноцитов и их хемилюминесцентной активности были обнаружены у больных с РП с уровнем 
Tregs менее 6,3%. Только эта группа пациентов имела перераспределение в субпопуляционном соста-
ве моноцитов: уменьшение относительного количества классических моноцитов и увеличение отно-
сительного содержания неклассических (провоспалительных) моноцитов. Увеличение абсолютного 
количества общих моноцитов и уменьшение процентного содержания HLA-DR+ и HLA-DR+CD64+ 
моноцитов было обнаружено у больных РП независимо от количества Tregs в крови. Изменения в фе-
нотипе моноцитов у больных РП сопровождались изменением состояния их респираторного взрыва. 
Спонтанный синтез супероксид-радикала (первичная активная форм кислорода – АФК) моноцитами 
у больных РП с низким уровнем Tregs в крови характеризовался более коротким временем активации 
НАДФН-оксидазы и более высоким уровнем ее активности, чем у пациентов с высоким содержание 
Tregs в крови. Индекс активации люцигенин-зависимой хемилюминесценции у больных РП был сни-
жен, не зависел от количества Tregs в крови и определялся, по-видимому, недостаточностью метабо-
лических резервов. Спонтанный синтез вторичных АФК в моноцитах у больных РП был снижен и не 
зависел от количества Tregs в крови. Индуцированный синтез вторичных АФК и индекс активации 
их синтеза в моноцитах были снижены только у больных РП с пониженным количеством Tregs в кро-
ви. В  целом характеристики хемилюминесцентной реакции моноцитов у  больных РП определяют 
наличие дисбаланса между синтезом первичного и вторичного АФК в моноцитах крови. Моноциты 
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у больных РП с низким уровнем Tregs в крови характеризуются большей провоспалительной актив-
ностью благодаря быстрой активации и интенсивности синтеза первичных АФК.

Ключевые слова: моноциты, регуляторные Т-лимфоциты, рак почки, фенотип, хемилюминесцентная активность, 
респираторный взрыв

DEPENDENCE OF PHENOTYPE AND CHEMILUMINESCENT 
ACTIVITY OF MONOCYTES ON THE T REGULATORY CELLS 
CONTENT IN PATIENTS WITH KIDNEY CANCER
Savchenko A.A.a, Borisov A.G.a, Kudryavtsev I.V.b, c, Moshev A.V.a
a Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk Science Center, Siberian Branch, Russian Academy 
of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation 
b Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
c First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The aim of this work was to reveal the interrelations between the number of T regulatory cells 
(Tregs) in patients with kidney cancer (KC) and phenotype of peripheral blood monocytes and their capacities 
to produce ROS. Patients with KC (T3N0M0, clear cell type) were examined prior to surgical treatment. Tregs 
phenotype and blood monocytes were identified by flow cytometry. ROS production of purified monocytes was 
carried out through the determination of lucigenin- and luminol-dependent spontaneous and zymosan-induced 
chemiluminescence activity. It has been found that the relative number of Tregs within total lymphocyte subset 
in KC patients was increased if compared to control values (in KC patients – Me = 6.3%). Then the patients 
were divided into two groups according to the median of Tregs number (less and more than 6.3%). The most 
pronounced changes in the phenotype of monocytes and their chemiluminescent activity were found in KC 
patients with the Tregs count of less than 6.3%. Our findings suggest that low frequency of Tregs in the periphery 
was associated with increased relative numbers of “intermediate” and “non-classical” (“pro-inflammatory”) 
monocytes as it was shown on the samples from patients with KC with a low level of Tregs. According to our 
data, both groups of KC patients had low levels of HLA-DR expression when comparing to control group. 
Furthermore, both groups of patients had decreased rates of HLA-DR and CD64 co-expressing cells. Changes 
in the phenotype of monocytes in patients with KC were closely linked with imbalance in ROS production. 
Thus, the monocytes spontaneous superoxide radical (primary ROS) synthesis in KC patients with a low Treg 
numbers were characterized by redused NADPH-oxidase activation time and increased level of its activity 
if compared to patients with a high Treg rates in peripheral blood. Next, the activation index for lucigenin-
dependent chemiluminescence in KC patients was reduced, as well as it was independent of circulating 
Tregs rates and was determined apparently by the insufficiency of metabolic reserves. Similarly, spontaneous 
secondary ROS production by the monocytes in KC patients was lower then in healthy controls and was also 
independent of circulating Tregs rates. Finally, the induced secondary ROS synthesis and activation index for 
their synthesis in monocytes were reduced only in patients with KC with a low number of Tregs in the blood. 
In general, the characteristics of the chemiluminescent reaction of monocytes in patients with KC determined 
the imbalance in peripheral blood monocytes primary and secondary ROS production. Monocytes in patients 
with KC with a low number of Tregs in the blood were characterized by more pro-inflammatory activity due to 
the rapid activation and intensity of the synthesis of primary ROS.

Keywords: monocytes, T regulatory cells, kidney cancer, phenotype, chemiluminescent activity, respiratory burst

The study was performed as part of the project 
“Mechanisms of metabolic reprogramming of the 
innate immune cells during tumor growth” was 
funded by Krasnoyarsk Regional Fund of Science.

Introduction
Monocytes are innate immunity cells that 

play an important part in cancer development 

and progression. During cancer, these cells were 
involved in systemic inflammatory reactions that 
develops with the progression of the tumor in an 
organism [8, 27]. The most recent study by Komala 
A.S. et al. (2018) have shown that the intensity of 
the inflammatory reactions as well as the number of 
circulating blood monocytes were increased during 
nasopharyngeal carcinoma progression [11]. Thus, 
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the inflammatory reaction was defined as one of the 
most important pro-tumoral factors. Accordingly, 
circulating monocytes and tumor-associated 
macrophages could perform functions that contribute 
to pro-tumoral activity. For example, monocyte 
chemoattractant protein 1 (MCP- 1) was defined as 
one of the key factors stimulating the breast cancer 
development and progression [5]. MCP-1 stimulated 
up-regulated macrophages migration to the tumor 
microenvironment.

Next, monocytes were the key regulators of 
the immune reactions during tumor growth [15, 
26]. The most important monocyte-devided 
immunoregulatory factors were the cytokines as well 
as reactive oxygen species (ROS) and nitrogen forms 
that modulated the functional activity of different 
immune cells [12, 25]. Furthermore, monocyte 
differentiation into tumor-associated macrophages 
and dendritic cells  – subsets of antigen-presenting 
cells that were required for effective adaptive immune 
responses – also played an important part in cancer 
development and progression [10, 32, 39]. However, 
depending on the phenotype both macrophages 
and dendritic cells could take part in anti- and pro-
tumorigenic processes. 

Currently, monocytes are a heterogeneous 
population with phenotypical and functional 
differences. Thus, human circulating monocytes 
consisted at least of two subpopulations that could be 
identified base on surface expression of two molecules – 
CD14 and CD16. The cells expressing only the high 
affinity receptor for bacterial lipopolysaccharide and 
lipopolysaccharide-binding proteins (CD14+CD16-) 
were defined as “classical” monocytes [23, 37]. This 
subset exhibited high phagocytosis rate but didn’t 
take part in augmenting of inflammation. Next, 
monocytes expressing both CD14 and CD16 (the 
low-affinity receptor for IgG – FcgRIII) were termed 
as “non-classical” or “pro-inflammatory”  [13, 19]. 
It was shown that the increased number of “non-
classical” monocytes was strongly associated with 
several infectious and inflammatory diseases [4, 20]. 
Part of the difficulty in monocyte nomenclature arises 
from the fact that “classical” monocytes under the 
influence of regulatory factors could differentiate 
into “non-classical” ones [2, 21]. The heterogeneity 
of monocytes was also confirmed by the presence 
of cells with intermediate  – CD14lowCD16+  – 
phenotype, thus, they were defined as “intermediate” 
monocytes [21, 34]. Accordingly, different subsets of 
peripheral blood monocytes that penetrate the site 
of inflammation could acquire either macrophage or 
dendritic cell phenotypes with different functional 
activities.

In its turn, cancer cells were also able to edit 
immune system response via downregulation of 
antitumor activity [6, 22, 36]. This editing is carried 

out through the receptor-ligand interactions as well as 
the synthesis of soluble factors production by tumor 
cells. Consistent with that evidence, not only the 
nearest microenvironment was edited but also the 
state of the immune system cells at the system level. 
Consequently, the phenotype and functional activity 
of blood monocytes was also changing with tumor 
progression. We have previously underlined that the 
number of circulating CD14lowCD16+ monocytes 
were increased in patients with kidney cancer [29]. 
Furthermore, we demonstrated the imbalance in 
monocytes activation markers expression and the 
decrease in reactive oxygen species production within 
this leucocytes subset in these patients. 

Finally, T  regulatory cells (Tregs) are a separate 
fraction of CD4+T cells that are able to inhibit anti-
tumor immune response, implied their involvement 
in tumor pathogenesis and disease progression. Tregs 
constitutively express the α-chain of interleukin-2 
receptor (CD25) and inhibit the T  lymphocytes 
proliferation and cytokines production [24, 33].

The aim of this study was to analyze the dependence 
of the phenotype and the activity of the respiratory 
burst of monocytes on the number of Tregs in patients 
with kidney cancer (KC).

In the current study we report that peripheral 
blood monocytes phenotype as well as their ability to 
produce ROS was dependent on the number of Tregs 
in patients with KC.

Materials and methods
Study participants
Patients (n  =  74, age  – 40-60 years) with KC 

(T3N0M0, clear cell type) were examined prior to 
surgical treatment on the basis of the Krasnoyarsk 
Regional Oncology Center. The diagnosis of KC of all 
patients was verified histologically. Peripheral blood 
samples from 63 healthy volunteers with the same age 
range were used as a control group. All studies were 
performed with the informed consent of the patients 
and in accordance with the Helsinki Declaration of 
the World Association “Ethical principles of scientific 
medical research involving human” as amended in 
2013 and “Rules of clinical practice in the Russian 
Federation” approved by the Order of the Ministry of 
Health of Russia of 19.06.2003 (No. 266).

Flow cytometry
The phenotype of Treg and blood monocytes 

were studied by direct immunofluorescence using 
monoclonal antibodies (Beckman Coulter, USA) 
labeled with FITC (fluorescein isothiocyanate), PE 
или  RD1 (phycoerythrin), ECD (phycoerythrin-
Texas Red-X), PC5 (phycoerythrin-cyanin 5) и PC7 
(phycoerythrin-cyanin 7) in the following panels: 
CD62L-FITC/CD127-PE/CD3-ECD/CD25-PC5/
CD4-PC7 and HLA-DR-FITC/CD14-PE/CD45-
ECD/CD64-PC5/CD16-PC7. The distribution of 
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antibodies in fluorescence channels was carried out in 
accordance with the principles of panel formation for 
the multicolor cytofluorimetric investigations  [14]. 
Sample preparation was performed according to 
the standard procedure [16]. Erythrocyte lysis was 
carried out by a washout-free technology using the 
reagent VersaLyse (Beckman Coulter, USA). The 
analysis of stained cells was performed on a flow 
cytometer Navios (Beckman Coulter, USA) of the 
Center of collective usage Federal Research Center 
“Krasnoyarsk Science Center of the Siberian Branch 
of the Russian Academy of Sciences”. Not less than 
50  000 lymphocytes or monocytes were analyzed in 
each sample.

Chemiluminescent activity
Blood monocytes were obtained by standard 

adhesion method from a suspension of mononuclear 
cells isolated from blood with heparin in a density 
gradient ficoll-urografin (ρ  =  1.077) [7]. The study 
of the state of respiratory burst of monocytes was 
carried out through the determination of the activity 
of lucigenin- and luminol-dependent spontaneous 
and zymosan-induced chemiluminescence [31]. The 
chemiluminescent activity was evaluated for 90 minutes 
on a 36-channel biochemiluminescence analyzer 
BLM-3607 (MedBioTech Ltd, Russia). The following 
characteristics of the chemiluminescent reaction were 
identified: time to maximum (Тmax), maximum 
intensity (Imax) and area under chemiluminescence 
curve (S). The enhancement of chemiluminescence 
induced by zymosan was evaluated by the ratio of the 
induced chemiluminescence area to the spontaneous 

area and characterized as an activation index (Sind/
Sspont).

Statistical analysis
Statistical description was performed by counting 

the median (Me) and the inter-quarter span in the 
form of 25 and 75 percentiles (Q0.25-Q0.75). Significance 
of differences between indicators was assessed by 
nonparametric criterion Mann-Whitney U test. 
Statistical analysis was performed in an application 
package Statistica 6.1 (StatSoft Inc.).

Results
First, we found that the number of Tregs in the  

blood of the KC patients was increased relative 
to control values (in KC patients  – Me  =  6.3%, 
Q0.25 = 4.3% and Q0.75 = 8.3%, p = 0.043). Based on 
the relative number of Tregs within total lymphocytes 
subset, all patients were divided into two groups 
according to the median of Tregs number (less and 
more than 6.3%). Next, our findings demonstrated 
that the relative and absolute number of Tregs as well 
as activated Tregs in patients with low number of Tregs 
were reduced if compared with the control indicators 
(Table 1). Accordingly, an increase in the number 
of Tregs and activated Tregs in comparison with the 
control values was detected in patients with high level 
of Tregs. The absolute number of CD4+T lymphocytes 
in patients of this group was also increased if compared 
with patients with low levels of Tregs.

We further measured the relative numbers of main 
monocytes subsets with different patterns of CD14 

TABLE 1. PERCENTAGE AND ABSOLUTE NUMBER OF T REGULATORY CELLS IN PATIENTS WITH KC, Ме (Q0.25-Q0.75)

Parameters Control
n = 32

Patients with KC

Treg < 6.3%
n = 15

Treg > 6.3%
n = 15

CD3+CD4+, 109/l 0.92 
(0.56-1.16)

0.75 
(0.52-0.90)

0.92 (0.68-1.11)
p2 = 0.016

CD3+CD4+CD127lowCD25high, % 5.5 
(4.1-6.7)

4.4 (2.9-5.4)
p1 = 0.002

8.4 (7.0-10.4)
p1.2 < 0.001

CD3+CD4+CD127lowCD25high, 109/l 0.100
(0.070-0.140)

0.073
(0.052-0.091)

p1 < 0.001

0.151
(0.119-0.202)

p1 = 0.003
p2<0.001

CD3+CD4+CD127lowCD25highCD62L+, % 3.8 
(2.9-4.9)

3.0 (1.8-3.7)
p1 = 0.001

5.8 (4.5-7.4)
p1.2 < 0.001

CD3+CD4+CD127lowCD25highCD62L+, 109/l 0.071
(0.052-0.099)

0.045
(0.031-0.066)

p1 < 0.001

0.115
(0.067-0.147)

p1 = 0.021
p2 < 0.001

Note. р1, statistically significant differences with the control group; р2, -//- between patients with high and low Treg.
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TABLE 2. FEATURES OF THE BLOOD MONOCYTE PHENOTYPE IN PATIENTS WITH KC IN DEPENDING ON THE NUMBER 
OF T REGULATORY CELLS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Parameters Control
n = 32

Patients with KC

Treg < 6.3%
n = 15

Treg > 6.3%
n = 15

Monocytes, 109/l 0.35 (0.18-0.51) 0.45 (0.35-0.64)
р1 = 0.003

0.52 (0.32-0.73)
р1 < 0.001

CD14+CD16- 62.7 (42.3-72.3) 34.7 (22.7-55.4)
р1 = 0.014 52.4 (21.7- 62.3)

CD14+CD16+, % 34.4 (16.2-52.2) 54.3 (46.0-70.4)
р1 = 0.043 40.9 (32.7- 51.6)

CD14lowCD16+, % 5.8 (4.1-11.1) 7.1 (4.7-10.1) 6.0 (2.3-11.2)

HLA-DR+, % 90.8 (84.5-95.8) 83.5 (75.6-88.2)
р1 = 0.011

74.9 (5.2-85.7)
р1 = 0.004

CD64+, % 90.0 (82.9-93.6) 87.7 (78.6-94.5) 91.0 (87.3-94.9)

HLA-DR+CD64+, % 90.3 (81.5-98.9) 70.7 (56.6-81.6)
р1 < 0.001

76.5 (63.3-87.8)
р1 < 0.001

Note. As for Table 1.

and CD16 expression and showed that the percentage 
of CD14+CD16- monocytes was decreased while 
CD14+CD16+ cells were increased in patients with 
a low number of Tregs compared to healthy control 
(Table 2). In addition, we analyzed the HLA-DR and 
CD64 expression within total monocyte subset. It was 
found out that in peripheral blood from both groups of 
KC patients the levels of HLA-DR-positive and HLA-
DR+CD64+ were reduced if compared with control.

Additionally, the time to the maximum of 
the spontaneous lucigenin-dependent monocyte 
chemiluminescence was reduced in KC patients with 
a low number of Tregs in the blood in comparison with 
control values (Table 3). The maximum and area under 
the curve of this type of monocyte chemiluminescence 
in patients with KC in both groups were higher 
then in healthy subjects. However, the maximum 
of this chemiluminescence type with a high level of 
circulating Tregs was elevated less pronounced relative 
to control values than with a low number of them. 
Both groups of patients with KC exhibited decreased 
levels of the activation index of luminol-dependent 
chemiluminescence of monocytes if compared with 
the control group. Next, the maximum and area 
under the curve of spontaneous luminol-dependent 
chemiluminescence of monocytes in patients with 
KC were lower then in control values regardless the 
number of Tregs in circulation. Finally, KC patients 
with a low level of circulating Tregs exhibited low 
maximum and area under the curve of the zymosan-

induced luminol-dependent chemiluminescence of 
monocytes as well as an activation index for luminol.

Discussion
The functional activity of monocytes is determined 

by their quantitative composition, phenotype and 
complex regulatory effects. Here, we describe for 
the first time that in patients with kidney cancer 
changes in Tregs frequency in circulation were closely 
linked with disturbances in monocytes subsets and 
their functional activity. The patients with a low 
number of Tregs had a quantitative redistribution 
between “classical” and “non-classical” monocytes: 
reducing the percentage of “classical” monocytes 
and increasing “non-classical”. The subset of 
“classical” monocytes consists of large cells with 
expressed phagocytic properties and high levels 
respiratory burst enzymes. They also characterized 
by an increased levels of cell-surface CD36, CD62L, 
CD64, CCR2 and low capacity of IL-1 and TNFα 
production [7, 23, 37]. “Non-classical” (or “pro-
inflammatory”) monocytes were relatively small cells 
with decreased phagocytic activity and low reactive 
oxygen species production  [13, 19, 21]. This type 
of cell expressed high levels of CD11c, HLA-DR, 
and CX3CR1, while the expression of CD62L and 
CD64 were low [4, 20, 34]. Thus, monocyte subsets 
in KC patients with low Tregs level in circulation 
exhibited pro-inflammatory alteration if compared 
with the patients showed the high level of Tregs. It 
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TABLE 3. CHEMILUMINESCENT ACTIVITY OF THE MONOCYTES IN PATIENTS WITH KC IN DEPENDING ON THE NUMBER 
OF T REGULATORY CELLS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Parameters Control
n = 32

Patients with KC

Treg < 6.3%
n = 15

Treg > 6.3%
n = 15

Spontaneous lucigenin-dependent chemiluminescence

Tmax, sec. 2014
(1452-2604)

1421
(850-1892)
р1 = 0.045

2385
(943-2465)

Imax, r.u. × 103 0.67
(0.40-1.51)

8.49
(3.05-19.31)
р1 < 0.001

2.16
(0.94-4.38)
р1 = 0.045
р2 = 0.019

S, r.u. × sec. × 106 2.83
(1.77-7.02)

27.69
(5.74-59.47)
р1 = 0.009

7.73
(3.58-12.51)
р1 = 0.008

Zymosan-induced lucigenin-dependent chemiluminescence

Tmax, sec. 1835
(1576-2842)

2930
(1755-3357)

2086
(255-2109)

Imax, r.u. × 103 2.89
(1.12-8.42)

3.77
(2.70-4.60)

2.86
(1.54-3.02)

S, r.u. × sec. × 106 15.24
(4.11-24.55)

15.50
(8.66-18.83)

7.26
(1.01-11.49)

Sind/Sspont 3.61
(1.65-8.03)

0.93
(0.27-1.90)
р1 = 0.012

1.21
(0.12-2.65)
р1 = 0.027

Spontaneous luminol-dependent chemiluminescence

Tmax, sec. 1810
(660-2575)

1489
(1167-2505)

1341
(151-1671)

Imax, r.u. × 103 6.29
(1.52-15.10)

2.51
(1.24-9.60)
р1 = 0.039

3.06
(1.68-4.86)
р1 = 0.044

S, r.u. × sec. × 106 24.79
(6.11-47.57)

8.88
(3.99-22.87)
р1 = 0.028

12.18
(5.17-17.45)
р1 = 0.039

Zymosan-induced luminol-dependent chemiluminescence

Tmax, sec. 1150
(973-1808)

1178
(555-2171)

1034
(677-1507)

Imax, r.u. × 103 11.60
(5.85-45.20)

3.10
(2.56-6.94)
р1 = 0.020

9.20
(2.11-22.67)
р2 = 0.042

S, r.u. × sec. × 106 41.49
(16.18-143.49)

8.35
(3.93-22.18)
р1 = 0.011

33.62
(15.49-80.07)

р2 = 0.035

Sind/Sspont 2.89
(1.72-3.80)

0.55
(0.33-3.45)
р1 = 0.017

1.67
(1.05-4.16)
р2 = 0.028

Note. sec., seconds; r.u., relative units; р1, statistically significant differences with the control group; р2, -//- between patients with 
high and low Treg.
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is known that Tregs have suppressive activity during 
inflammation [9, 38]. Our findings suggest that low 
frequency of Tregs in the periphery was associated 
with increased relative numbers of “intermediate” 
and “non-classical” monocytes as it was shown on 
the samples from patients with KC with a low level of 
Tregs. These data also indicate the inability of Tregs to 
effectively suppress inflammation and inhibit antigen 
presentation as well as all other monocytes functions. 
However, the revealed imbalance in monocyte subsets 
in patients with a low level of Tregs and the absence 
of significant differences between healthy control and 
KC patients with high rates of Tregs did not lead to any 
peculiarities on HLA-DR expression by monocytes. 
The HLA- DR belongs to major histocompatibility 
class II complex and takes part in antigen 
presentation [17]. It has been shown that monocytes 
with low HLA- DR expression could not effectively 
respond to stimulating signals, as well as exhibited 
low antigen presentation capacity and decreased 
proinflammatory cytokines production  [40]. 
According to our data, both groups of KC patients had 
low levels of HLA- DR expression when comparing to 
control group. Furthermore, both groups of patients 
had decreased rates of HLA-DR and CD64 co-
expressing cells. It is known that CD64 consists of a 
signal peptide and 3 extracellular immunoglobulin 
domains of type C2 forming a glycoprotein which is 
a high affinity IgG receptor  [1, 17]. Consequently, 
the functional activity of monocytes in patients with 
kidney cancer was reduced, yet this imbalance was 
not associated with the number of Tregs in peripheral 
blood.

Chemiluminescent activity of monocytes 
characterizes the state of their respiratory burst [3, 30]. 
We used two chemiluminescent indicators: lucigenin 
and luminol. The lucigenin luminescence appears 
only after superoxide radical – the primary ROS which 
is formed by membrane NADPH-oxidase (Nox)  – 
generation [18, 30]. Luminol can penetrate through 
the cell membrane and reveals its luminescence 
properties after interaction with secondary ROS 
such as hydroxyl radical, hydrogen peroxide, singlet 
oxygen, etc [30, 31]. The chemiluminescent curve is 
characterized by three parameters: time to attain the 
maximum (Tmax), the maximum intensity (Imax) 
and the area under the chemiluminescence curve 
(S). “Tmax” characterizes the time required for the 
maximum activation of ROS production including 
the period from the perception of a functional or 
regulatory signal to the maximum activity of enzymes 
of ROS synthesis (kinetic characteristic of the 
respiratory burst). “Imax” reflects the maximum level 
of ROS synthesis. While “S” integrally characterizes 
the level of ROS synthesis for 90 minutes of measuring 
chemiluminescence [30].

The special feature of lucigenin-dependent 
chemiluminescence of monocytes in KC patients 
with low Tregs count in the blood was the reduction 
of Tmax during spontaneous superoxide radical 
synthesis. Upregulation of spontaneous superoxide 
radical synthesis by monocytes was observed in both 
groups of patients with KC. However, the maximum 
intensity of primary ROS synthesis by monocytes 
was significantly higher in KC patients with low Treg 
numbers vs. KC patients with high level of Tregs. 
Next, zymosan-induced superoxide radical synthesis 
by monocytes in patients with KC corresponded to 
control indicators and didn’t differ within patients 
groups. At the same time, the lucigenin-dependent 
chemiluminescence activation index was decreased in 
patients with KC. The activation index characterizes 
the level of metabolic reserves that are necessary for 
ROS synthesis during the functional activation of cells 
[30]. Accordingly, monocytes metabolic reserve in 
patients with kidney cancer was lower then in healthy 
controls and was independent of circulating Tregs 
rates.

Finally, our findings on luminol-dependent 
chemiluminescence of monocytes made it possible 
to establish that the spontaneous secondary ROS 
production in patients with kidney cancer was 
reduced and independent on Treg numbers. Only 
kidney cancer patients with the decreased number of 
Tregs showed low levels of induced secondary ROS 
synthesis as well as a lower value of the activation 
index by luminol-dependent chemiluminescence.

In line with these findings, we propose that blood 
monocytes in patients with KC had an imbalance 
in the synthesis of primary and secondary ROS 
that were related with relative numbers of Tregs in 
peripheral blood. In summary, monocytes from KC 
exhibited an increased level of primary ROS synthesis, 
while monocytes secondary ROS production was 
decreased. Monocytes from kidney cancer patients 
with reduced Treg levels showed pro-inflammatory 
shift due accelerated activation and increased level 
of superoxide radical synthesis. At the same time, 
metabolic reserves for the induced ROS synthesis in 
monocytes were minimal in patients with KC with 
the low blood Treg counts. It should also be noted 
that in the literature there are publications not only 
about the effect of Tregs on inflammatory processes 
but also about the effect of ROS on the proliferation 
of Tregs [28, 35]. Thus, the relationship between ROS 
production and Tregs should be analyzed regarding 
their mutual regulation.

Conclusion
We describe for the first time that the levels of 

monocyte subsets as well as the state of their respiratory 
explosion in KC patients was depended on the number 
of circulating Tregs. The most pronounced changes in 
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monocytes phenotype and their chemiluminescent 
activity were found in KC patients with the Tregs 
count of less than 6.3%. Only this group of patients 
had pronounced imbalance of monocyte subsets: 
a decrease in the relative number of “classical” 
monocytes and an increase in the relative content of 
“non-classical” (or “pro-inflammatory”) monocytes. 
At the same time, an increase in the absolute number 
of total monocytes and a decrease in the percentages 
of HLA-DR+ and HLA-DR+CD64+ monocytes were 
described for patients with KC in regardless of the 
Treg rates. It is assumed that the decrease in the effect 
of Tregs on monocytes in patients with KC could lead 
to a more pronounced participation of monocytes 
in inflammatory reactions that are realized during 
tumor progression. The imbalance of peripheral blood 
monocyte subsets in KC patients with a low number 
of Tregs as well as the migration of cells from the 
blood leads to a decrease in the number of monocytes 
expressing activation receptors. At the same time, 
the reduction of HLA-DR+ and HLA-DR+CD64+ 
monocytes in patients with KC with a high Treg levels 
may have a regulatory nature and could be associated 
with a general inhibitory effect of tumor growth (which 
is implemented including through Tregs). Alterations 
in monocytes phenotype of in patients with KC were 
accompanied by shifts in their abilities to produce 
ROS. It has been found that monocyte spontaneous 
superoxide radical (primary ROS) synthesis in KC 
patients with a low number of Tregs was characterized 

by diminishment of Nox activation time and increased 
level of its activity vs. the patients with a high Treg 
rates. Monocyte total spontaneous superoxide radical 
production in patients with KC was higher than 
in healthy people and was not linked with number 
of Tregs in peripheral blood. Next, in both groups 
of KC patients the activation index for lucigenin-
dependent chemiluminescence was significantly 
lower then in healthy control, it didn’t depend on 
the number of blood Tregs and was determined 
apparently by the insufficiency of metabolic reserves. 
Furthermore, monocyte spontaneous secondary ROS 
synthesis in patients with KC was reduced and also 
was not related with Tregs frequency in circulation. 
Interestingly, the induced secondary ROS synthesis 
and activation index of the current assay in monocytes 
were reduced only in patients with KC with a low 
number of Tregs. In general, the characteristics of 
the chemiluminescent reaction of monocytes in 
patients with KC determined the imbalance between 
the synthesis of primary and secondary ROS in blood 
monocytes. These findings suggest that monocytes in 
patients with KC with a low number of Tregs in the 
blood were characterized by more pro-inflammatory 
activity due to the rapid activation and intensity of the 
synthesis of primary ROS. A better understanding of 
how various tumor growth factors influence monocyte 
functions are promising in the development of new 
effective mechanisms for stimulating immune system 
antitumor activity in cancer patients.
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ИНТРАНАЗАЛЬНАЯ ИММУНИЗАЦИЯ РЕКОМБИНАНТНЫМ 
БЕЛКОМ НА ОСНОВЕ М2е-ПЕПТИДА И ФРАГМЕНТА 
ВТОРОЙ СУБЪЕДИНИЦЫ ГЕМАГГЛЮТИНИНА ВИРУСОВ 
ГРИППА А ИНДУЦИРУЕТ КРОСС-ПРОТЕКТИВНЫЙ 
ГУМОРАЛЬНЫЙ И Т-КЛЕТОЧНЫЙ ОТВЕТ У МЫШЕЙ
Шуклина М.А., Степанова Л.А., Ковалева А.А., Коротков А.В., 
Шалджян А.А., Зайцева М.В., Елецкая Е.И., Цыбалова Л.М.
ФГБУ «Научно-исследовательский институт гриппа имени А.А. Смородинцева» Министерства 
здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Создание вакцин с  широким спектром защиты является одной из  приоритетных задач 
в  области профилактики гриппа. В  последнее время интерес исследователей вызывают консерва-
тивные фрагменты белков вируса гриппа (M1, M2, NP, вторая субъединица гемагглютинина HA2) 
как объект разработки рекомбинантных вакцин широкого спектра действия. Сложность в разработке 
вакцин на основе таких фрагментов заключается в их низкой иммуногенности. Однако присоедине-
ние слабоиммуногенных антигенов к белку-носителю позволяет значительно усилить их иммуноген-
ность. Был разработан кандидатный вакцинный белок Flg-HA2-2-4M2e, содержащий два высококон-
сервативных вирусных антигена (эктодомен белка M2 – М2е и участок 76-130 второй субъединицы 
НА2), слитых с  белком-носителем флагеллином. Флагеллин  – белок жгутиков бактерий, является 
естественным лигандом Toll-подобного рецептора 5 (TLR-5) и обладает сильной адъювантной актив-
ностью при различных способах введения. Цель настоящего исследования состояла в оценке форми-
рования гуморального и Т-клеточного иммунного ответа и широты протективного действия кандидат-
ного вакцинного белка Flg-HA2-2-4M2e при введении мышам. Мышей иммунизировали трехкратно 
интраназально с двухнедельными интервалами. Через две недели после последней иммунизации жи-
вотных заражали летальной дозой (5 LD50) вирусов, относящихся к обеим филогенетическим группам 
(A/California/07/09 (H1N1)pdm09 или A/Shanghai/2/2013 (H7N9)). Полученные результаты показали 
формирование выраженного М2е-специфического гуморального ответа (сывороточных IgG и  IgA) 
у иммунизированных мышей. Иммунизация приводила также к формированию M2e- и вирус-специ
фических CD4+ и  CD8+T-клеток в  легких, которые продуцировали TNFα и  IFNγ. Выявлено фор-
мирование антиген-специфических эффекторных и центральных Т-клеток памяти в легких мышей 
опытной группы. Формирование кросс-протективного защитного иммунитета у иммунизированных 
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мышей было продемонстрировано на модели летальной гриппозной инфекции. Опытные животные 
были практически полностью защищены (90-100% выживаемость) от высокой дозы пандемического 
вируса A/H1N1pdm09 и высокопатогенного вируса гриппа птиц A/H7N9. Второй задачей была оцен-
ка иммунного ответа на сублетальную инфекцию вирусом гриппа у иммунизированных животных. 
Мыши контрольной и опытной групп были инфицированы дозой MID100 вируса гриппа А/Aichi/2/68 
(H3N2). Было показано, что у иммунизированных мышей, по сравнению с контрольными, в ответ 
на сублетальное инфицирование изменился профиль иммунного ответа иммуноглобулинами – в 10 
раз увеличилась доля IgG2a, более оптимальных в защите от инфекции. Полученные результаты по-
казали, что рекомбинантный белок Flg-HA2-2-4M2e является перспективным кандидатом для раз-
работки универсальной вакцины нового поколения, формирующий протективный гуморальный 
и Т-клеточный ответ на консервативные вирусные эпитопы и защищающий от вирусов гриппа А обе-
их филогенетических групп.

Ключевые слова: вирус гриппа, рекомбинантная вакцина, эктодомен белка М2, НА2, иммунный ответ, гемагглютинин

INTRANASAL IMMUNIZATION WITH A RECOMBINANT 
PROTEIN BASED ON THE M2e PEPTIDE AND SECOND 
SUBUNIT OF INFLUENZA A VIRAL HEMAGGLUTININ 
FRAGMENT INDUCES A CROSS-PROTECTIVE HUMORAL AND 
T CELL RESPONSE IN MICE
Shuklina M.A., Stepanova L.A., Kovaleva A.A., Korotkov A.V., 
Shaldzhyan A.A., Zaitseva M.V., Eletskaya E.I., Tsybalova L.M.
Smorodintsev Research Institute of Influenza, Ministry of Health of the Russian Federation, St. Petersburg,  
Russian Federation

Abstract. Development of vaccines with a broad-spectrum of protection is one of the priorities in the 
programs of influenza prevention. Recently, the conserved fragments of influenza virus proteins (M1, M2, NP, 
the second subunit of the hemagglutinin HA2) provoke interest of investigators as the object of the development 
a broad-spectrum vaccines. Low immunogenicity present a problem when developing vaccines based on 
such conserved fragments. However, fusion of low immunogenic antigens into the high immunogenic carrier 
protein may significantly enhance their immunogenicity. The candidate vaccine protein Flg-HA2-2-4M2e was 
developed which containins two highly conserved viral antigens (the ectodomain of the M2 protein (M2e), 76-
130 region of the second subunit of HA2), fused with flagellin as a carrier protein. Flagellin (bacterial flagella 
protein) is a natural ligand of TLR-5, and has a strong adjuvant activity at different ways of its administration. 
The purpose of this study was to assess development of humoral and T cell immune response, along with broad-
spectrum protection after mice immunization with the candidate Flg-HA2-2-4M2e vaccine protein. Mice were 
immunized intranasally three times with two-week intervals. Two weeks after the final immunization, the mice 
were challenged at the 5 LD50 dose with influenza viruses A/California/07/09 (H1N1) pdm09 (phylogenetic 
group I), or A/Shanghai/2/2013 (H7N9) (phylogenetic group II). The results obtained in this study showed 
induction of strong M2e-specific humoral response (serum IgG and A) in the immunized mice. Immunization 
with recombinant protein stimulated formation of M2e-specific and virus-specific CD4+ and CD8+T cells in 
lung which produced TNFα or IFNγ. Production of antigen-specific effector and central memory T cells was 
also detected in lungs of immunized mice. The formation of cross-protective immunity in immunized mice 
was demonstrated in a model of lethal influenza infection. The experimental animals were almost completely 
protected from the high dose of the pandemic virus A/H1N1pdm09, and highly pathogenic avian influenza  
A/H7N9 (90-100% survival). We also evaluated the changes of antigen-specific immune response in immunized 
mice after sublethal infection with A/H3N2 influenza virus. Mice of control and experimental groups were 
infected with MID100 of influenza virus A/Aichi/2/68 (H3N2). It was shown that the M2e-specific response 
(IgG, IgA) was significantly increased in immunized mice after sublethal infection with influenza virus  
A/H3N2, and we detected the changes in profile of M2e-specific IgG subclasses. Following sublethal infection 
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in immunized mice, the proportion of M2e-specific IgG2a was increased 10-fold. The results showed that the 
recombinant protein Flg-HA2-2-4M2e is a promising candidate for development of universal vaccines, which 
induces a protective humoral and T-cell response to conserved viral epitopes and protects against influenza A 
viruses of both phylogenetic groups.

Keywords: influenza virus, recombinant vaccine, M2e ectodomain, HA2, immune response, hemagglutinin

Введение
Наиболее эффективным способом пред-

упреждения гриппозной инфекции является 
вакцинопрофилактика. Эффективность приме-
няемых в  настоящее время гриппозных вакцин 
определяется способностью к  формированию 
нейтрализующих антител к поверхностным гли-
копротеинам вируса гриппа: гемагглютинину 
(HA) и  нейраминидазе (NA), которые обеспе-
чивают полную защиту против инфекции штам-
мом вируса гриппа, аналогичным вакцинному. 
Однако варианты вирусов гриппа с  мутациями 
в  антигенных сайтах легко избегают нейтрали-
зации существующими антителами хозяина, 
приводя к  ежегодным вспышкам и  эпидемиям 
гриппа. Несмотря на  глобальный мониторинг 
антигенной изменчивости вирусов гриппа, про-
водимый Национальными центрами ВОЗ, наце-
ленный на  выбор вакцинных штаммов, послед-
ние нередко не  совпадают с  циркулирующими 
штаммами, что снижает эпидемиологическую 
эффективность вакцинации традиционными 
живыми или  инактивированными вакцинами. 
Двумя главными факторами, которые снижают 
ценность традиционных вакцин, являются не-
обходимость ежегодного обновления вакцинных 
штаммов и  длительный период, который требу-
ется для наработки вакцин к эпидемическому се-
зону. В связи с этим создание вакцин с широким 
спектром защиты и  коротким периодом произ-
водства является одной из  приоритетных задач 
в области профилактики гриппа.

Консервативные белки вируса гриппа (M1, 
M2, NP, вторая субъединица гемагглютинина 
HA2) вызывают интерес исследователей как объ-
ект разработки рекомбинантных вакцин, кото-
рые могут обеспечить иммунитет против широ-
кого спектра вирусов гриппа типа A, в том числе 
пандемических.

На  сегодняшний день разработан ряд канди-
датных вакцин на  основе эктодомена белка М2 
(М2е) и  показана их способность индуцировать 
выраженный М2е-специфический гуморальный 
ответ и  обеспечивать защиту эксперименталь-
ных животных от  заражения вирусами грип-
па А  [21, 26, 34, 37, 40]. Показана безопасность 
и  иммуногенность таких вакцин у  человека [34, 
39, 41]. Другой перспективный целевой анти-
ген для  разработки вакцины  – консервативные 

участки второй субъединицы гемагглютинина 
НА2. Был выделен ряд моноклональных антител 
(от мышей, человека), которые реагируют с эпи-
топами, локализованными в  стеблевой части 
гемагглютинина (НА2). Такие антитела являют-
ся кросс-реактивными и  обладают нейтрализу-
ющим эффектом в  пределах филогенетической 
группы  [11, 42, 45]. Показано, что кандидатные 
вакцины на  основе НА2 способны индуциро-
вать гуморальный и Т-клеточный ответ у мышей 
и  обеспечивать защиту от  гомологичных и  гете-
рологичных вирусов одной филогенетической 
группы [2, 5, 15, 36, 43]. Однако сами по себе кон-
сервативные участки вирусных белков являются 
слабоиммуногенными пептидами [14, 24, 25], что 
преодолевается использованием адъювантов [35, 
46], высокоиммуногенных носителей [4, 10, 22, 
23, 29, 31], увеличением числа копий пептида, 
слитого с носителем. 

Одним из таких белков-носителей для слабо-
иммуногенных антигенов является белок жгу-
тиков бактерий  – флагеллин. Он является есте-
ственным лигандом Toll-подобного рецептора 5 
(TLR-5). Флагеллин обладает сильной адъювант-
ной активностью при различных способах вве-
дения (парентеральный, подкожный, мукозаль-
ный) [3, 20]. Способность флагеллина служить 
одновременно белком-носителем и  адъювантом 
при разработке вакцин показана на  различных 
моделях инфекционных заболеваний, включая 
грипп [21, 28].

Цель настоящего исследования состояла в 
оценке формирования гуморального и Т-клеточ
ного иммунного ответа и широты протективного 
действия кандидатного вакцинного белка Flg-
HA2-2-4M2e, содержащего два высококонсерва-
тивных вирусных антигена (М2е и НА2) при ин-
траназальном введении мышам.

Материалы и методы
Рекомбинантный белок
Конструирование, экспрессия и  очистка ре-

комбинантного белка Flg-НА2-2-4М2е были опи-
саны нами ранее [38]. Был создан химерный ген, 
кодирующий гибридный белок Flg-HA2-2-4M2e. 
Схема рекомбинантного белка Flg-HA2-2-4M2e 
представлена на  рисунке 1. Белок Flg-НА2-2-
4М2е содержит последовательность флагеллина, 
к  которой на  С-конце присоединен фрагмент 
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второй субъединицы НА(76-130) вирусов гриппа 
второй филогенетической группы, за  которым 
следуют 4 копии М2е (М2h-М2s-М2h-М2s). Все 
фрагменты отделены друг от  друга глицин-бо-
гатыми линкерами. Нуклеотидная последова-
тельность, кодирующая гибридный белок Flg-
HA2-2-4M2e, была клонирована в вектор pQE30 
и экспрессирована в штамме E. coli DLT1270.

Электрофорез белков в полиакриламидном геле 
(ПААГ)

SDS-ПААГ электрофорез в  восстанавливаю-
щих условиях проводили по  стандартной мето-
дике [27]. Электрофорез проводили при 12 мА 
до  достижения фронта красителя (бромфеноло-
вого синего) нижнего края геля. Гель окрашивали 
в растворе Кумасси G-250 в течение ночи при ка-
чении. После окрашивания гель отмывали в би-
дистиллированной воде. Гель документировали 
при помощи системы ChemiDoc MP System (Bio-
Rad, США).

Вестерн-блот
Белки разделяли при помощи электрофореза 

в  полиакриламидном геле и  переносили на  ни-
троцеллюлозную мембрану (Bio-Rad, США). За-
тем мембрану блокировали в  3% растворе БСА 
(бычий сывороточный альбумин) в течение ночи 
при комнатной температуре. Белки определяли 
окрашиванием мембраны мышиными монокло-
нальными антителами к белку M2 вируса гриппа 
A (14C2, ab5416: Abcam, Великобритания) в раз-
ведении 1:16000 и  кроличьими поликлональны-
ми антителами к  флагеллину (ab93713, Abcam, 
Великобритания) в  разведении 1:8000. Мембра-
ну инкубировали 1 ч при комнатной температуре 
с  антителами, разведенными в  PBS с  0,1% твин 
20 (PBS-T) и 3% БСА, затем отмывали в PBS-T. 
Белок определяли окрашиванием мембраны в те-
чение 1 ч при комнатной температуре козьими 
антимышиными или  антикроличьими IgG, ме-
ченными пероксидазой хрена (Abcam, Велико-
британия) в  разведении 1:2000 и  последующей 
инкубацией 5 мин в TMB (тетраметилбензидин) 
Immnublot solution (Invitrogen, США).

Лабораторные животные
В исследовании были использованы линейные 

мыши (самки) Ваlb/c массой 16-18 г (возраст 6-8 
недель), полученные из сертифицированного пи-
томника Столбовая ГУ «Научный центр биоме-

дицинских технологий РАН». Животных содер-
жали в виварии ФГБУ «НИИ гриппа» Минздрава 
России в  соответствии с  действующими прави-
лами. Основные правила содержания и ухода со-
ответствовали нормативам, изложенным в ГОСТ 
33215-2014 Руководство по  содержанию и  уходу 
за лабораторными животными. Протокол опыта 
был утвержден Комиссией по  биоэтике ФГБУ 
«НИИ гриппа». 

Иммунизация
Мышей иммунизировали интраназально (и/н) 

рекомбинантным белком в  дозе 10 мкг/0,02  мл 
трехкратно с  интервалом 2 недели. Иммуниза-
цию проводили после ингаляционной анестезии 
смесью 2-3% изофлюран, 30% О2, 70% N2О. Кон-
трольным мышам вводили и/н 0,02 мл PBS. 

Получение сывороток крови
Образцы крови получали от пяти мышей каж-

дой группы через 2 недели после третьей имму-
низации, после эвтаназии в CO2-камере (VetTech 
Solutions, Великобритания). Для  получения сы-
воротки кровь инкубировали в  течение 30 мин 
при температуре 37 °С. После образования сгуст-
ков крови образцы помещали на  поверхность 
льда и  охлаждали в  течение 1 ч с  последующим 
центрифугированием в течение 15 мин при 400 g. 
Аликвоты сыворотки крови (по 30 мкл) замора-
живали при температуре -20 °С. 

Получение суспензии клеток легких
Мышиные легкие удаляли асептически и по-

мещали в  эппендорф со  средой RPMI-1640, со-
держащей 0,5 мг/мл коллагеназы (Sigma, C2674) 
и 25 мкг/мл ДНКазы (Sigma, D4263). Легкие го-
могенизировали с использованием TissueLyser II, 
помещали в  термошейкер (45 мин, 37  °С) и  из-
бавлялись от дебриса путем фильтрации (syringe 
filcons с  диаметром пор 70 мкм, BD Biosciences, 
США). Эритроциты лизировали ACK буфером 
(0,15M NH4Cl, 1,0М KHCO3, 0,1 mМ Na2EDTA, 
pH 7,2-7,4) и отмывали спленоциты полной сре-
дой RPMI-1640 с 10% ЭТС, 2 mM L-глютамина, 
100  IU/ml пенициллина, 100 mg/ml стреп-
томицина. Концентрацию клеток доводили 
до 5 × 106 кл/ мл. 

Иммуноферментный анализ
Сыворотки исследовали в  ИФА с  использо-

ванием 96-луночных планшетов (Greiner, Гер-
мания). Титры антител определяли индивиду-

Рисунок 1. Схема рекомбинантного белка Flg-HA2-2-4M2e
Figure 1. Scheme of Flg-HA2-2-4M2e recombinant protein

Flg-HA2-2-4M2ehs:

6 his 6 hisFlagellin HA2-2 M2eh M2ehM2es M2es
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ально у  5 мышей каждой группы. В  качестве 
твердой фазы использовали синтетический пеп-
тид M2e (5  мкг/ мл), синтезированный в  «НПО 
Верта» (Санкт-Петербург), а  также вирусы 
A/ Shanghai/2/2013 (H7N9) и  A/California/07/09 
(H1N1) (2 мкг/мл). Использовали поликлональ-
ные овечьи антимышиные IgG, IgA (Abcam, Ве-
ликобритания) меченые пероксидазой хрена. 
В  качестве субстрата использовали ТМБ (тетра-
метилбензидин) (BD Bioscience)  – инкубация 
15 мин. Учет реакции проводили при длине вол-
ны 450 нм. За титр принимали наибольшее раз-
ведение сыворотки, которое дает оптическую 
плотность, по крайней мере в 2 раза больше, чем 
бланк.

Мультипараметрическая проточная цитометрия
Мультипараметрическую проточную цитоме-

трию выполняли в  соответствии с  протоколом 
BD PharmingenTM. Определяли способность ис-
следуемого рекомбинантного белка индуциро-
вать в легких образование специфических CD4+ 
и CD8+Т-лимфоцитов, продуцирующих цитоки-
ны. Клетки легких стимулировали (в течение 6 ч 
при 37 °C) 10 мкг пептида М2е (G-37) или 1 мкг 
вируса гриппа A/Aichi/2/68 (H3N2) в  присут-
ствии брефелдина А  (1  мкг/мл) (BD Bioscience, 
США). Клетки отмывали полной средой RPMI, 
Fc-рецепторы блокировали антителами CD16/
CD32 (Mouse BD Fc Block, BD Pharmingen, США), 
затем инкубировали с Zombie Aqua (Zombie Aqua 
Fixable Viability Kit, Biolegend, США) для  выяв-
ления живых клеток и окрашивали CD3а-FITC, 
CD4 PerCP, CD8-APC-Cy7, CD62L-PE-Cy7, 
CD44-APC (BD Pharmingen, США) при +2  – 
+8 °C в течение 30 мин. Затем клетки пермеаби-
лизировали в  соответствии с  Протоколом тест-
системы Cytofix/Cytoperm Plus (BD Bioscience, 
США) и  окрашивали TNFα-BV421, IFNγ-PE 
(BD Pharmingen, США). Сбор данных (собира-
ли 100  000 живых CD3+ лимфоцитов) выполня-
ли на  проточном цитометре BD FACS Canto II 
(Becton Dickinson, США). Данные анализиро-
вали в  программном пакете Kaluza версия 1.5a 
(Beckman Coulter, США). 

Вирусы и заражение мышей
На  14-й день после последней иммунизации 

мышей Balb/c (по  10 мышей в  опытных и  кон-
трольных группах) заражали адаптированными 
к  мышам вирусами гриппа A/California/07/09 
(H1N1)pdm09 и A/Shanghai/2/2013 (H7N9) в дозе 
5LD50, а  также сублетальной дозой (MID100) 
вируса гриппа А/Aichi/2/68 (H3N2). Вирусы по-
лучены из  Коллекции вирусов гриппа и  ОРЗ 
ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» 
Минздрава России. Вирус вводили интраназаль-
но в объеме 50 мкл/мышь после ингаляционной 
анестезии. В  качестве отрицательного контроля 

в  эксперименте использовали мышей, которым 
вводили PBS. После заражения проводили еже-
дневное наблюдение за животными. Протектив-
ное действие рекомбинантных белков оценивали 
по динамике падения массы тела, выживаемости 
мышей после заражения. В течение этого перио
да времени ежедневно (в  одно и  то же  время) 
регистрировали гибель животных в  опытных 
и контрольных группах, измеряли массу тела жи-
вотных.

Реакция торможения гемагглютинации (РТГА)
Для  постановки РТГА сыворотку, предва-

рительно обработанную RDE и  разведенную 
PBS, вносили в  первый ряд 96-луночного ми-
кропланшета для  иммунологических реакций 
с U-образными лунками. Далее готовили ряд по-
следовательных двукратных разведений сыворот-
ки на физиологическом растворе в объеме 50 мкл 
и добавляли по 50 мкл вируса в стандартной кон-
центрации 4 ГАЕ/50 мкл. Планшет инкубирова-
ли 1 час при комнатной температуре, после чего 
во все лунки вносили по 100 мкл 0,5% взвеси эри-
троцитов. Через 30 минут проводили учет резуль-
татов реакции. Титр антигемагглютинирующих 
антител выражали как  величину, обратную наи-
большему заведению сыворотки, при котором 
наблюдалось торможение агглютинации.

Статистическая обработка
Статистическую обработку данных прово-

дили в  программе GraphPad Prism v.  6.0. Стати-
стическую значимость различий титров антител 
и  антиген-специфических Т-клеток оценивали 
с  использованием t-критерия Стьюдента, при 
сравнении показателей выживаемости применя-
ли критерий Мантеля–Кокса. Различия считали 
значимыми при р < 0,05.

Результаты
При разработке кандидатной вакцины ши-

рокого спектра действия против вирусов гриппа 
А  в качестве таргетных антигенов были выбра-
ны консервативные фрагменты М2 белка и НА2 
вирусов гриппа А: консенсусная последователь-
ность М2е-вирусов гриппа А  человека (M2eh); 
M2e пандемического штамма A/California/07/09 
H1N1pdm09 (M2es); консенсусная последова-
тельность HA2 (76-130) вирусов гриппа А второй 
филогенетической группы (НА2-2) (табл. 1). Ами-
нокислотная последовательность М2е пандеми-
ческого вируса гриппа (M2es) A/California/07/09 
H1N1pdm09 по  сравнению с  консенсусной по-
следовательностью М2е-вирусов гриппа A чело-
века (M2eh) отличается в  4 положениях 11, 13, 
16 и  20 (табл.  1). Предполагалось, что введение 
в состав рекомбинантного белка двух различных 
по  аминокислотному составу последователь-
ностей М2е позволит расширить спектр защит-
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ного действия кандидатной вакцины, включая 
высокопатогенные штаммы вирусов гриппа 
субтипа A/H5N1, так  как аминокислотная по-
следовательность M2es имеет отличие от  М2е-
вируса гриппа А/H5N1 лишь в одном положении 
(N13S). Фрагмент НА2-2 (ак76-130) представляет 
собой большую α-спираль второй субъединицы 
НА, частично доступную с  поверхности моле-
кулы. Консенсусные последовательности гемаг-
глютининов вирусов гриппа филогенетической 
группы II (подтипы Н3 и Н7) в участке HA2 (76-
130) идентичны на 63,6%. С учетом замен амино-
кислотных остатков на близкие по свойствам го-
мология составляет 80%. В таблице представлены 
также аминокислотные последовательности М2е 
и  НА2 (76-130) вирусов гриппа А, использован-
ных в данном исследовании. 

Теоретически рассчитанная молекулярная 
масса белка составляла 73,9 кДа, что совпадало 
с  величиной, определенной по  электрофорети-
ческой подвижности белка в  ПААГ. Очищен-
ный белок Flg-HA2-2-4M2e взаимодействовал 
в  вестерн-блот с  моноклональными анти-М2 
антителами (14C2) и  поликлональными анти-flg 
антителами (рис.  2), что подтверждает его под-
линность.

Иммуноферментный анализ сывороток крови 
мышей, иммунизированных вакцинным белком 
Flg-HA2-2-4M2e, показал значительный уро-
вень анти-М2е IgG и  IgA в  сыворотке мышей 
после 3-й иммунизации (рис. 3А, Б). Также был 
показан прирост антивирусных IgG в  сыворот-
ках иммунизированных мышей к  вирусам пер-

вой (A/H1N1) и второй филогенетических групп 
(A/ H7N9) (рис. 3В).

В  связи с  тем, что таргетные антигены со-
держат CD4+ и CD8+Т-клеточные эпитопы [38], 
мы исследовали антиген-специфический CD4+ 
и CD8+Т-клеточный ответ на 14-й день после им-
мунизации. 

Иммунизация рекомбинантным белком Flg-
HA2-2-4M2e индуцировала образование М2е-
специфических CD4+Т-клеток в  легких мы-
шей (0,154% по сравнению с контролем 0,03%), 
большинство из  которых являлись монопро-
дуцентами TNFα (0,12%) (рис. 4А). Доля М2е-
специфических CD4+Т-клеток, продуцирующих 
IFNγ, была незначительна, и  отмечалось почти 
полное отсутствие мультифункциональных кле-
ток (TNFα+IFNγ+). Среди М2е-специфических 
CD8+Т-клеток (0,11% по  сравнению с  контро-
лем 0,03%) превалировали IFNγ-продуцирующие 
клетки (0,062%) над продуцентами TNFα 
(0,028%) (рис. 4Б).

Интраназальная иммунизация мышей при-
водила к  формированию значительного чис-
ла вирус-специфических (A/Aichi/2/68) CD4+ 
в легких: 0,22% в опытной группе против 0,03% 
в контроле. При этом отмечалось доминирование 
клеток-продуцентов TNFα (0,15% по сравнению 
с клетками, продуцирующими IFNγ 0,064%) (рис. 
4В). CD4+ клетки, продуцирующие оба цитоки-
на, практически не  выявлялись. Аналогичные 
результаты были получены при характеристике 
вирус-специфических CD8+Т-клеток легких  – 
0,27% в опытной группе против 0,04% в контроле 

ТАБЛИЦА 1. АМИНОКИСЛОТНЫЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ КОНСЕРВАТИВНЫХ ФРАГМЕНТОВ ПОВЕРХНОСТНЫХ 
БЕЛКОВ ВИРУСОВ ГРИППА А: ЭКТОДОМЕН БЕЛКА М2 (2-24) (М2е) И НА2 (76-130)

TABLE 1. AMINO ACID SEQUENCES OF CONSERVED FRAGMENTS OF SURFACE PROTEINS OF INFLUENZA A VIRUSES: 
THE ECTODOMAIN OF THE PROTEIN M2 (2-24) (M2e) AND HA2 (76-130)

Таргетный антиген
Target antigen

Аминокислотная последовательность
Amino acid sequence

М2еh* SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSD
M2es** SLLTEVETPTRSEWECRCSDSSD 
M2e A/H5N1*** SLLTEVETPTRNEWECRCSDSSD
M2e A/H7N9• SLLTEVETPTRTGWECNCSGSSE
HA2-2•• RIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENA
HA2-1 A/H1N1pdm••• RIENLNKKVDDGFLDIWTYNAELLVLLENERTLDYHDSNVKNLYEKVRSQLKNNA

Примечание. * – консенсусная последовательность M2e вирусов гриппа А человека; ** – последовательность M2e 
вируса гриппа A/California/07/09 H1N1pdm09; *** – последовательность M2e вируса гриппа птиц подтипа A/H5N1. • – 
последовательность M2e вируса гриппа подтипа A/H7N9; •• – консенсусная последовательность фрагмента 76-130 
второй субъединицы HA для вирусов гриппа второй филогенетической группы субтипов A/H3N2 и A/H7N9; ••• – 
последовательность фрагмента 76-130 второй субъединицы HA для вируса гриппа A/California/07/09 (H1N1)pdm09.

Note. *, M2e consensus sequence of human influenza A viruses; **, M2e sequence of A/California/07/09 H1N1pdm09; ***, M2e 
sequence of A/H5N1 subtype. •, M2e sequence of A/H7N9 subtype; ••, HA2 (76-130) consensus fragment from phylogenetic group 
II influenza viruses subtype A/H3N2 and A/H7N9; •••, HA2 (76-130) fragment from A/California/07/09 (H1N1)pdm09 influenza virus.
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(рис. 4Г). Показано формирование вирус-спец-
ифических продуцентов TNFα (0,142%) и  IFNγ 
(0,11%) при отсутствии двойных продуцентов.

Уровень специфических цитокин-проду-
цирующих эффекторных (Tem, CD44+CD62L-) 
и  центральных (Tcm, CD44+CD62L+) CD4+ 
и  CD8+T-клеток памяти оценивали после сти-
муляции клеток легких M2e-пептидом и  ви-
русом A/Aichi/2/68 (H3N2) (рис.  4Д, Е). По-
сле иммунизации мышей рекомбинантным 
белком Flg-HA2-2-4M2e выявлено значимое 
количество М2е-специфических цитокин-про-
дуцирующих CD4+Tem (0,3%) по  сравнению 
с  контрольной группой (0,07%) (рис. 4Д). Чис-
ло М2е-специфических CD4+Tсm и  CD8+Tem 
также возрастало среди иммунизированных мы-
шей (0,08 и 0,15% соответственно) по сравнению 
с  контрольной группой (в  среднем 0,03%), хотя 
достоверно значимых различий не было обнару-
жено. Среди иммунизированных мышей выявля-
лось статистически значимое количество вирус-
специфических CD4+Tem (0,3%) по  сравнению 
с  контрольной группой (0,04%), а  также вирус-
специфических CD8+Tem и  Tcm (0,4 и  0,27%) 
(рис.  4Е). Уровень CD4+Tсm также возрастал 

Рисунок 2. Электрофореграмма и вестерн-блот 
рекомбинантного белка Flg-HA2-2-4M2e
Примечание. 1 – электрофорез белка Flg-HA2-2-4M2e, 
окрашивание Кумасси; 2 – вестерн-блот, окрашивание анти-
flg антителами; 3 – вестерн-блот, окрашивание анти-M2 
антителами.
Figure 2. Electrophoresis and western blot of recombinant 
protein Flg-HA2-2-4M2e
Note. 1, electrophoresis; 2, western blot with anti-flg antibodies; 3, 
western blot with anti-M2 antibodies.

(0,13%) по  сравнению с  контрольной группой 
(0,03%).

Для оценки кросс-протективного эффекта ре-
комбинантного белка Flg-HA2-2-4M2e, через две 
недели после 3-й иммунизации, мышей заражали 
летальными дозами вирусов гриппа обеих фило-
генетических групп: A/California/07/09 (H1N1)
pdm09 и A/Shanghai/2/2013 (H7N9) в дозе 5LD50. 
Как показано на рисунке 5А, мыши, иммунизи-
рованные рекомбинантным белком Flg-HA2-2-
4M2, были практически полностью защищены 
от заражения вирусами гриппа разных филогене-
тических групп A/Shanghai/2/2013 (H7N9) (фи-
логенетическая группа II) и  A/California/07/09 
(H1N1)pdm09 (филогенетическая группа I) (вы-
живаемость составила 90-100%). Максимальная 
потеря массы тела иммунизированных мышей 
после заражения гетерологичным по  гемагглю-
тинину вирусом гриппа A/H1N1pdm09 составила 
16%, а вирусом гриппа A/H7N9 – не более 10%, 

Рисунок 3. Титры (log2) специфических антител 
в сыворотках мышей после интраназальной 
иммунизации рекомбинантным белком Flg-H2-2-4M2e
Примечание. А – титры анти-М2е IgG в сыворотке. Б – титры 
анти-М2е IgA в сыворотке. В – титры IgG в сыворотке 
к вирусам A/Shanghai/2/2013 (H7N9) и A/California/07/09 (H1N1)
pdm09. Для расчета р-значений использован t-критерий 
Стьюдента.
Figure 3. Titers (log2) of specific antibodies in serum after 
intranasal immunization
Note. A, titers of anti-M2e IgG in serum. B, titers of anti-M2e IgA in 
serum. C, titers of antiviral IgG in serum. To calculate the p-values used 
Student’s t-test.
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тогда как  в контрольной группе потеря массы 
тела животных достигала 30% (рис. 5А, Б). Вме-
сте с  тем после заражения иммунизированных 
животных вирусом гриппа A/H7N9, гомологич-
ным по  фрагменту HA2 (76-130) вакцинному 
компоненту, инфекция протекала с меньшей по-
терей массы тела и  более ранним и  быстрым ее 
восстановлением, чем при заражении вирусом 
A/ California/07/09 (H1N1)pdm09, гетерологич-
ным по HA2 вакцинному белку. 

На 6-й день после заражения у 5 мышей обе-
их групп были взяты легкие на  вирусовыделе-
ние. Иммунизация рекомбинантным белком 
достоверно снижала (в  3,2 раза) вирусные ти-
тры в  легких при заражении вирусом гриппа 
A/ H7N9 (p  =  0,0041). При заражении вирусом 
А/H1N1pdm09 вирусные титры в  легких опыт-
ных мышей снижались в меньшей степени (в 1,2 
раза).

Для  того чтобы оценить влияние последую-
щей гриппозной инфекции на  характер сероло-
гического ответа мышей опытной и контрольной 

групп на 14 день после 3-й иммунизации заража-
ли сублетальной дозой (MID100) вируса гриппа 
А/ Aichi/2/68. В течение 14 дней после сублеталь-
ного заражения потеря массы тела у мышей обе-
их групп была менее 10%. Кровь у мышей забира-
ли до заражения и на 14-й день после заражения 
и  оценивали динамику изменения уровня М2е-
специфических IgG, IgA, подклассов IgG и  ти-
тры антител в РТГА (рис. 6А, Б, В). Сублетальная 
инфекция стимулировала значительное увеличе-
ние титров М2е-специфических IgG (р = 0,0138) 
и  IgA (р  =  0,0006) (рис.  6А, Б). Наличие М2е-
специфических антител у  животных не  влияло 
на формирование гемагглютинирующих антител. 
Так, титры антител в  РТГА достоверно не  отли-
чались у  мышей опытной и  контрольной групп 
(рис. 6В). Кроме того, сублетальная инфекция 
изменяла соотношение IgG1/IgG2a у  иммуни-
зированных мышей. Если после иммунизации 
рекомбинантным белком Flg-H2-2-4M2e доля 
М2е-специфических IgG2a составляла всего 
2,1%, то  после сублетальной инфекции произо-

Рисунок 4. Специфический Т-клеточный ответ в легких после интраназальной иммунизации
Примечание. Суммарный % M2e-специфических CD4+ (А) и CD8+ (Б) Т-лимфоцитов, продуцирующих цитокины IFNγ, TNFα 
или оба одновременно. Суммарный % H3N2-специфических цитокин-продуцирующих CD4+ (В) и CD8+ (Г) Т-лимфоцитов. 
Суммарный % цитокин-продуцирующих (IFNγ+, TNFα+, IFNγ+TNFα+) M2e-специфических (Д) и H3N2-специфических (Е) 
эффекторных (Tem) и центральных (Tcm) CD4+ и CD8+ клеток памяти. Для расчета р-значений использован t-критерий 
Стьюдента.
Figure 4. Specific T-cell response in lung after intranasal immunization. Summary % of M2e-specific cytokine-producing CD4+ (A) 
and CD8+ (B)
Note. Summary % of H3N2-specific cytokine-producing CD4+ (C) and CD8+ (D). Summary % of M2e-specific (E) and H3N2-specific (F) cytokine-
producing (IFNγ+, TNFα+, IFNγ+TNFα+) CD4+ and CD8+ effector (Tem) and central (Tcm) memory T cells. To calculate the p-values used Student’s 
t-test.
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Рисунок 5. Динамика массы тела и выживаемость мышей после заражения вирусами A/Shanghai/2/2013 (H7N9) (A) 
и A/California/07/09 (H1N1)pdm09 (Б)
Примечание. Для расчета р-значений для данных выживаемости использован критерий Мантеля–Кокса. Вирусные титры 
в легких (В). Для расчета р-значений использован t-критерий Стьюдента.
Figure 5. Weight loss and survival after lethal challenge with viruses A/Shanghai/2/2013 (H7N9) (A) and A/California/07/09 (H1N1)
pdm09 (B)
Note. To calculate the p value for survival rates used Mantel–Cox test. Viral titers in lungs (C). To calculate the p-values used Student’s t-test.

шел сдвиг в сторону увеличения доли этого под-
класса до 24,8% (рис. 6Г). 

Обсуждение
Ряд исследователей показали, что включение 

нескольких консервативных эпитопов в  реком-

бинантный белок ведет к  усилению защитных 
свойств [2, 9, 16, 47].

В  данной работе мы изучали формирование 
гуморального и Т-клеточного ответа к таргетным 
антигенам (М2е, НА2-2) рекомбинантного белка, 
а также динамику изменения уровня специфиче-
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Рисунок 6. Титры антител в сыворотке мышей после 3-й иммунизации и после сублетальной инфекции
Примечание. А – средние значения титров (log2) анти-М2е IgG в сыворотке мышей после 3-й иммунизации (III imm.) и после 
сублетальной инфекции (Subleth. inf.). Б – средние значения титров анти-М2е IgA в сыворотке мышей после 3-й иммунизации 
(III imm.) и после сублетальной инфекции (Subleth. inf.). В – титры антител к А/Aichi/2/68 в РТГА после сублетальной инфекции. 
Г – соотношение подклассов IgG после 3-й иммунизации и после сублетальной инфекции. Для расчета р-значений использован 
t-критерий Стьюдента.
Figure 6. Titers of antibodies in serum after third immunization and after sublethal infection
Note. A, mean values of anti-M2e IgG titers in serum (log2) after third immunization (III imm.) and after sublethal infection (Subleth. inf.). B, mean 
values of anti-M2e IgA titers in serum (log2) after third immunization (III imm.) and after sublethal infection (Subleth. inf.). C, titers of antibodies in 
serum in HAI test. D, the ratio of IgG subclasses after the third immunization and after sublethal infection. To calculate the p-values used Student’s 
t-test.

ских антител у иммунизированных животных по-
сле сублетальной гриппозной инфекции. 

Рекомбинантный белок Flg-НА2-2-4M2e 
включает 4 копии М2е-пептида: 2 копии консен-
сусной последовательности М2е-вирусов гриппа 
А человека и 2 копии М2е пандемического виру-
са гриппа A(H1N1)pdm09. Их последовательно-
сти отличаются друг от друга на 4 аминокислоты, 
включая одну (в положении 11), которая является 
критической для  связывания антител [6]. Пред-

полагается, что введение в состав рекомбинант-
ного белка двух различных по аминокислотному 
составу последовательностей М2е способствует 
расширению спектра защитного действия канди-
датной вакцины.

Вторым таргетным антигеном рекомбинант-
ного белка Flg-НА2-2-4M2e является консерва-
тивный участок HA2 (ак76-130) вирусов гриппа 
второй филогенетической группы (HA2- 2) – кон-
сенсусная последовательность вирусов грип-
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па А  двух субтипов A/H3N2 и  A/H7N9. Вирусы 
гриппа субтипа A/H3N2 циркулируют в  челове-
ческой популяции с 1968г. и почти ежегодно вы-
зывают эпидемии. Вирусы субтипа A/H7N9 вы-
звали пять эпизоотий в Китае начиная с февраля 
2013 года [44, 48] и считаются возможным гене-
тическим донором для  будущих пандемических 
вирусов.

Результаты оценки иммуногенности реком-
бинантного белка при интраназальном введении 
мышам показывают формирование выраженного 
М2е-специфического гуморального ответа (сы-
вороточных IgG и  IgA), который значительно 
возрастает после сублетальной инфекции. Кро-
ме того, иммунитет к таргетным антигенам (М2е 
и НА2-2) у мышей не оказывает вляния на выра-
ботку антител к  гемагглютинину (по  сравнению 
с контролем) после сублетального заражения. 

М2е-иммунитет, как  известно, обусловлен 
элиминацией инфицированных клеток с  помо-
щью механизма антителозависимой клеточной 
цитотоксичности (АЗКЦ) или  комплемент-за-
висимым фагоцитозом, где ведущую роль играют 
естественные киллеры, альвеолярные макрофаги 
и  дендритные клетки [12, 24]. Мышиные под-
классы IgG2a/c обладают сильными эффектор-
ными функциями и преимущественно участвуют 
в  АЗКЦ благодаря их способности связываться 
со  всеми тремя типами Fc-рецепторов (FcγRI, 
FcγRIII, FcγRIV) [32]. Сообщалось, что защи-
та мышей, иммунизированных конструкциями 
на  основе М2е коррелирует с  высоким уровнем 
IgG2a [7, 30]. Тем не менее высокий уровень М2е-
специфических IgG1 может компенсировать их 
низкую способность активировать эффекторные 
клетки [8]. Показано, что макрофаги фагоцитиру-
ют инфицированные вирусом гриппа клетки [14, 
33], фагоцитоз IgG1-опсонизированных клеток 
макрофагами зависит от  FcγRIII [18] и  альвео-
лярные макрофаги играют ключевую роль в  за-
щите от гриппа в случае анти-М2е IgG1 [12]. 

Полученные нами результаты показывают, что 
интраназальная иммунизация белком Flg-HA2-
2-4M2e приводит к  превалированию анти-М2е 
подкласса IgG1. Однако после сублетального за-
ражения у  М2е-иммунных мышей происходит 
сдвиг в сторону увеличения доли анти-М2е под-
класса IgG2a, что мы считаем положительным 
моментом, так  как сбалансированное соотно-
шение антиген-специфических подклассов IgG 
способствует более полной защите при последу-
ющем инфицировании.

Помимо специфического гуморального от-
вета, важную роль в  защите от  гриппа играет 
и  Т-клеточный ответ. Известно, что выражен-
ный вирус-специфический CD4+T-клеточный 
ответ коррелирует с  защитой у  человека [13]. 

Исследования Т-клеточного ответа у мышей де-
монстрировали, что вирус-специфические CD8+ 
и  CD4+Т-клетки памяти достаточны для  защи-
ты против гетеросубтипического заражения [13, 
19]. Важность CD8+T-клеток в контроле за грип-
позной инфекцией была показана на различных 
животных моделях [1, 19]. Комбинация не  ней-
трализующих антител с CD4+ и CD8+T-клетками 
может обеспечить полную защиту от  летальной 
гриппозной инфекции, и  кросс-протективные 
вакцины нового типа должны быть способны 
эффективно формировать не  только антите-
ла к  консервативным антигенам, но и  кросс-
протективный Т-клеточный ответ.

Иммунизация рекомбинантным белком при-
водила к  формированию M2e- и  вирус-специ
фических CD4+ и CD8+T-клеток в легких, кото-
рые продуцировали TNFα (преимущественно) 
и  IFNγ (в  меньшей степени). Кроме того, по-
казано формирование антиген-специфических 
эффекторных и  центральных Т-клеток памяти 
в легких иммунизированных мышей. 

Таким образом, результаты по  оценке имму-
ногенности рекомбинантного белка Flg-HA2-
2-4M2e показывают формирование как  анти-
ген-специфического гуморального, так  и 
Т-клеточного иммунного ответа. Для  оценки 
кросс-протективного потенциала рекомбинант-
ного белка мышей заражали высокими дозами 
вирусов гриппа, относящихся к разным филоге-
нетическим группам (A/H7N9 и A/H1N1pdm09). 
Мыши, иммунизированные рекомбинантным 
белком Flg-HA2-2-4M2, были практически пол-
ностью защищены от заражения вирусами грип-
па обеих филогенетических групп. Выраженный 
защитный эффект белка Flg-HА2-2-4M2e под-
тверждался также незначительным снижением 
массы тела, ее быстрым восстановлением и  до-
стоверным снижением репродукции вирусов 
в  легких по  сравнению с  контрольными живот-
ными.

Полученные результаты показали, что реком-
бинантный белок Flg-HA2-2-4M2e является пер-
спективным кандидатом для разработки универ-
сальной вакцины нового поколения, формирует 
протективный гуморальный и Т-клеточный ответ 
на  консервативные вирусные эпитопы и  защи-
щает от  вирусов гриппа А  обеих филогенетиче-
ских групп.
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ПОЛУЧЕНИЕ ВИРУСА ОСПОВАКЦИНЫ С ПОВЫШЕННОЙ 
ПРОДУКЦИЕЙ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ОБОЛОЧЕЧНЫХ 
ВИРИОНОВ И НАПРАВЛЯЮЩИМ СИНТЕЗОМ GM-CSF  
КАК ПЕРСПЕКТИВНОЙ ОСНОВЫ ДЛЯ СОЗДАНИЯ 
ПРОТИВООПУХОЛЕВЫХ ПРЕПАРАТОВ 
Бауэр Т.В., Трегубчак Т.В., Щелкунов С.Н., Максютов Р.А., 
Гаврилова Е.В.
ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии „Вектор“» Роспотребнадзора,  
р. п. Кольцово, Новосибирская обл., Россия

Резюме. На  современном этапе развития науки проблема лечения онкологических заболеваний 
не теряет своей актуальности. В настоящее время становится все более очевидным, что монотерапия 
с помощью любого метода лечения не является столь же эффективной, как применение комбини-
рованной терапии. Это обуславливает появление работ, посвященных совершенствованию уже су-
ществующих методов лечения и разработке новых, среди которых онколитическая иммунотерапия 
является одной из наиболее стремительно развивающихся. Благодаря современным методам генети-
ческой инженерии, открываются новые возможности использования онколитических вирусов в ком-
бинированной терапии рака, что обусловлено их способностью, помимо прямого цитодеструктивного 
действия, влиять как на чувствительность опухолевых клеток к терапевтическому воздействию, так и 
на организм в целом, обеспечивая преодоление механизмов, обеспечивающих иммунорезистентность 
опухоли. Данная работа посвящена получению рекомбинантного вируса осповакцины, являющегося 
перспективной основой для создания противопухолевых препаратов. При помощи генно-инженер-
ных методов произведены модификации вирусного генома: в область гена, кодирующего вирусную 
тимидинкиназу, произведена встройка гена, кодирующего гранулоцитарно-макрофагальный коло-
ниестимулирующий фактор человека, вирусный ген A34R, кодирующий мембанный гликопротеин, 
заменен на ген A34R с двумя нуклеотидными заменами, приводящими к аминокислотным заменам 
D110N и K151E и обусловливающими увеличение доли внеклеточных оболочечных вирионов при ре-
продукции вируса. Кроме того, были изучены свойства полученного вируса в экспериментах in vitro: 
показаны продукция гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора, отсут-
ствие влияния проведенных модификаций вирусного генома на  репродуктивные свойства вируса, 
усиленная способность вируса образовывать внеклеточные оболочечные вирионы.

Ключевые слова: вирус осповакцины, внеклеточные оболочечные формы вируса, рак, онколитический вирус, 
иммунотерапия, гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор



372

Bauer T.V. et al.
Бауэр Т.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект №  16-
15-10101).

Введение
Стремительное развитие иммунологии и экс-

периментальной иммунотерапии позволило при-
менять новые подходы в  лечении злокачествен-
ных новообразований, основанные на принципах 
стимуляции гуморального и клеточного противо-
опухолевого иммунитета [12]. Наряду с  цитоки-
нами, дендритными клетками, полиэпитопными 
ДНК-вакцинами и  моноклональными антите-
лами, активно проводят исследования в области 
создания онколитических препаратов на  основе 
вирусов [8]. Преимущество последних заключа-
ется в  возможности адресной доставки терапев-
тических генетических конструкций в клеточные 
компартменты и способности стимулировать им-
мунную систему организма-хозяина. 

Одним из  перспективных направлений он-
колитической иммунотерапии является разра-
ботка препаратов на  основе вируса осповакци-
ны (ВОВ), который интересен в первую очередь 

тем, что репликация его двухцепочечного ДНК-
генома происходит в  цитоплазме клетке, что 
исключает возможность рекомбинации между 
вирусным и  клеточным геномами. Кроме того, 
ВОВ в  ходе жизненного цикла способен фор-
мировать различные по  антигенным свойствам 
вирионы. Основные виды инфекционных ви-
русных частиц ВОВ: внутриклеточный зрелый 
вирус (IMV – internal mature virus) и внеклеточ-
ный покрытый оболочкой вирус (EEV – external 
enveloped virus). Последний наиболее интересен 
при создании препарата, направленного на борь-
бу со  злокачественными новообразованиями, 
поскольку EEV-вирионы способны обеспечить 
большую эффективность распространения ви-
руса в  межклеточном пространстве и  по крове-
носному руслу в целом, так как обладают низкой 
иммуногенностью. Штаммы ВОВ различаются 
по  эффективности формирования EEV (напри-
мер, штамм ВОВ IHD-J продуцирует в  40 раз 
больше EEV по  сравнению со  штаммом WR). 
Данное различие обусловлено аминокислотными 
заменами K151E и D110N в составе мембранно-
го гликопротеина A34 [2]. Введение таких замен 

OBTAINING VACCINIA VIRUS WITH INCREASED PRODUCTION 
OF EXTRACELLULAR ENVELOPED VIRIONS AND DIRECTING 
GM-CSF SYNTHESIS AS A PROMISING BASIS FOR 
DEVELOPMENT OF ANTITUMOR DRUG
Bauer T.V., Tregubchak T.V., Shchelkunov S.N., Maksyutov R.A., 
Gavrilova E.V. 
State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. The problems of oncological disease treatment are considered relevant and timely issues of the 
current research programs. Since monotherapy is increasingly clear to be less effective than combination therapy, 
the novel studies seek for advancement of current treatments and development of new ones employing oncolytic 
immunotherapy being among the most rapidly evolving approaches. Modern genetic engineering techniques 
enable new applications of oncolytic viruses in the frames of combined cancer therapy. These applications 
are feasible, due to the abilities of oncolytic viruses to destruct tumor cells, like as by changing susceptibility 
of cancer cells to anti-tumor drug, and upon the whole body, thus overcoming the mechanisms conferring 
immunoresistance of tumor cells. In the present work, we have developed a recombinant vaccinia virus which 
is a promising platform for designing the antitumor drugs. The following modifications of viral genome were 
made by means of genetic engineering: gene encoding granulocyte-macrophage colony-stimulating factor was 
inserted into the region of viral thymidine kinase gene; viral A34R gene encoding a membrane glycoprotein, was 
replaced by A34R gene with two nucleotide substitutions resulting into D110N and K151E mutations which 
cause increased proportion of extracellular enveloped virions during the virus reproduction. Some properties of 
the recombinant virus were studied in vitro. The virus was shown to produce granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor, and high numbers of extracellular enveloped virions. The genome modifications had no 
effect upon viral replication.

Keywords: vaccinia virus, extracellular envelope form, cancer, oncolytic virus, immunotherapy, granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor
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в  аминокислотную последовательность белка 
A34 может усилить онколитический потенциал 
ВОВ относительно первичных опухолей и мета-
стазов, а  также частично решить проблему сни-
жения эффективности терапии онколитическим 
вирусом, обусловленной иммунными реакциями 
организма при длительном или  повторном при-
менении препарата.

Кроме того, ранее было показано, что созда-
ние онколитических вирусов на основе ВОВ, экс-
прессирующих иммуностимулирующие и проти-
вораковые терапевтические молекулы, является 
перспективным направлением в области терапии 
онкологических заболеваний [17]. Большое ко-
личество публикаций посвящено изучению он-
колитического потенциала штаммов ВОВ с нару-
шенными генами, кодирующими тимидинкиназу 
и вирусный фактор роста. Еще одним распростра-
ненным для онколитических разработок явлени-
ем служит инсерция в  состав вирусного генома 
гена, продуктом которого является гранулоци-
тарно-макрофагальный колониестимулирующий 
фактор (GM-CSF), используемый для активации 
естественного противоопухолевого иммунитета 
организма [7].

Таким образом, получение ВОВ с  повышен-
ной продукцией внеклеточных оболочечных ви-
рионов, в геном которого произведена встройка 
гена, кодирующего GM-CSF, позволит создать 
перспективный вирус-основу для получения эф-
фективных противоопухолевых препаратов, по-
скольку высокая емкость вирусного ДНК-генома 
позволяет производить встройку генов, кодиру-
ющих терапевтические факторы различной на-
правленности, обеспечивающих стимуляцию 
цитотоксических Т-лимфоцитов относительно 
опухолевых антигенов, активацию апоптоза, ин-
гибирование молекул контрольных точек.

Материалы и методы
Получение рекомбинантного ВОВ_TK(-)_GM-

CSF(+)_A34R_(D110N_K151E)
В  качестве основы для  получения рекомби-

нантного ВОВ использовали клоновый вариант 
вируса штамм ЛИВП из коллекции ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. При помощи ме-
тода временной доминантной селекции прово-
дили последовательные модификации вирусного 
генома [10]. На первом этапе работы осуществля-
ли встройку гена, кодирующего GM-CSF, в рай-
он вирусного гена, кодирующего тимидинкиназу. 
Для этого использовали полученную ранее плаз-
миду интеграции p∆TK/GMCSF(+) [13]. Далее 
проводили заражение перевиваемой культуры 
клеток CV-1 (из коллекции ФБУН ГНЦ ВБ «Век-
тор» Роспотребнадзора) клоновым вариантом 
ВОВ штамм ЛИВП с  множественностью зара-

жения 1 БОЕ/клетка, через час после заражения 
проводили трансфекцию клеток плазмидой ин-
теграции с помощью липофектамина (Invitrogen, 
США) согласно инструкции фирмы-производи-
теля. Затем проводили шесть последующих пас-
сажей вируса на культуре клеток CV-1 в селектив-
ной питательной среде DMEM (Биолот, Россия) 
с 2% эмбриональной сывороткой коров (HyClone, 
США) в присутствии ксантина (250 мкг/мл), ги-
поксантина (15  мкг/мл) и  микофеноловой кис-
лоты (25  мкг/мл). После снятия селективного 
давления клонирование рекомбинантных ВОВ 
проводили методом бляшек на монослое клеток 
CV-1 под твердым агарозным покрытием. Выде-
ление вирусной ДНК независимых клонов про-
водили с  помощью набора QIAamp DNA Mini 
Kit (Qiagen, Германия) с  последующим ПЦР-
анализом с использованием специфичных прай-
меров для  скрининга клонов по  району генома, 
содержащего целевую последовательность. Пра-
вильность нуклеотидной последовательности 
встроенного в вирусный геном гена, кодирующе-
го GM-CSF, подтверждали фрагментарным сек-
венированием на  автоматическом секвенаторе 
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США) 
с  использованием реагента BigDye-v.3.1 (Applied 
Biosystems, США). В полученном таким образом 
вирусе производили замену гена A34R на ген A34R 
с  двумя нуклеотидными заменами, приводящи-
ми к аминокислотным заменам K151E и D110N. 
Процесс получения идентичен вышеописанному, 
за  исключением используемой плазмиды инте-
грации. Для  конструирования плазмиды инте-
грации, предназначенной для замены гена A34R, 
методом ПЦР-мутагенеза получали фрагмент 
вирусного генома, длиной 915 п. н., содержащий 
ген A34R с  нуклеотидными заменами и  нуклео-
тидные последовательности, фланкирующие ген 
справа и слева. В качестве матрицы использовали 
ДНК исходного клонового варианта ВОВ штамм 
ЛИВП и олигонуклеотидные праймеры:

A34R_L_upper	 5’ GAGCTCTTGTACATTAAT 
AAATGAAATCGC 3’

A34R_R_lower   5’ AAGCTTGAATAGATAAAA 
TGGCTGATGTTT 3’

A34R_L_110:D-N_lower   5’ CATTTATTATTGG 
TCTTTTTTAAAC 3’

A34R_R_110:D-N_upper5’ AAGTTTAAAAAAG 
ACCAATAATAAAT 3’

A34R_L_151:K-E_lower   5’ TTACATACTGTTTC 
AACCAGTTTT 3’

A34R_R_110:K-E_upper5’   CTGGAAAACTGG 
TTGAAACAG 3’

Полученный ПЦР-фрагмент гидролизова-
ли эндонуклеазами рестрикции и  лигировали 
с плазмидным вектором pMGCgpt, содержащим 
доминантный селективный маркер [13], и  про-
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водили последующее подтверждение правиль-
ности нуклеотидных последовательностей секве-
нированием на автоматическом секвенаторе 310 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США).

Оценка изменения уровня продукции вне
клеточных оболочечных вирионов ВОВ_TK(-)_ 
GM-CSF(+)_A34R_(D110N_K151E)

Изучение уровня продукции внеклеточ-
ных оболочечных вирионов ВОВ_TK(-)_GM-
CSF(+)_A34R_(D110N_K151E) проводили 
на  90% монослое клеток линий CV-1, получен-
ном на  6-луночных планшетах. Монослой кле-
ток CV-1 заражали исследуемым вирусом с мно-
жественностью заражения 10 БОЕ/клетка в трех 
повторах, после чего каждые 3  ч в  течение 24  ч 
отбирали аликвоты надклеточной жидкости, 
а  оставшиеся клетки вместе с  надклеточной 
жидкостью подвергали трем циклам разморажи-
вания-оттаивания. После чего определяли титр 
вируса в  надклеточной жидкости и  в суспен-
зии лизированных клеток. В  качестве контро-
ля для  сравнения использовали вариант вируса, 
не содержащего аминоксилотные замены в белке 
A34.

Оценка динамики роста рекомбинантного ВОВ_
TK(-)_GM-CSF(+)_A34R_(D110N_K151E) in vitro

Изучение динамики роста рекомбинантно-
го ВОВ_TK(-)_GM-CSF(+)_A34R_(D110N_
K151E) проводили на  90% монослое клеток 
линий CV-1, полученном на 12-луночных план-
шетах. Инфицировали монослой клеток с  мно-
жественностью заражения 0,1 БОЕ/клетка иссле-
дуемым вирусом в трех повторах и инкубировали 
0, 24, 48 или  72  ч при 37  °С  в условиях 5% CO2. 
После трехкратного замораживания -оттаивания 
содержащие вирус препараты титровали методом 
бляшек в монослое клеток CV-1.

Оценка наличия продукции GM-CSF in vitro при 
заражении эукариотических клеток ВОВ_TK(-)_
GM-CSF(+)_A34R_(D110N_K151E)

Оценку наличия продукции GM-CSF при за-
ражении эукариотических клеток ВОВ_TK(-)_
GM-CSF(+)_A34R_(D110N_K151E) проводили 
на  90% монослое клеток линии CV-1, получен-
ном на  6-луночных планшетах. Инфицировали 
монослой клеток с  множественностью зараже-
ния 1  БОЕ/клетка исследуемым вирусом и  ин-
кубировали 24 или 48 ч при 37 °С в условиях 5% 
CO2, после чего осаждали зараженные клетки 
центифугированием при 800  g 5  мин. Лизиро-
вали клетки трехкратным замораживанием-от-
таиванием и  в буфере для  нанесения образцов 
(50  мМ Трис-HCl, pH 6,8; 4% додецилсульфат 
натрия; 0,2% бромфенолового синего; 20% гли-
церина; 0,2 М β-меркаптоэтанол) фракциониро-
вали в  12,5% ПААГ [5]. Электроперенос белков 
на  нитроцеллюлозную мембрану (Schleicher & 

Schuell Inc., США) осуществляли с помощью ап-
парата фирмы BioRad (США). Центры неспеци
фического связывания блокировали инкубацией 
нитроцеллюлозной мембраны в  0,5% растворе 
бычьего сывороточного альбумина в PBST. В ка-
честве первичных антител использовали иммун-
ную сыворотку, полученную иммунизацией кро-
ликов GM-CSF. Конъюгат пероксидазы хрена 
с  антителами козы против иммуноглобулинов 
кролика (BioRad, США) использовали в  раз-
ведении 1:10000. Проявление иммунных ком-
плексов проводили окрашиванием раствором 
4-хлор-1-нафтола (Aldrich, США) в  0,1  М фос-
фатно-цитратном буфере pH 4,7 с концентраци-
ей 500  мкг/ мл, содержащем 0,0015% перекиси 
водорода.

Результаты
Получение вируса
При помощи вирусологических и  генно-ин-

женерных методов был получен рекомбинант-
ный ВОВ, в геноме которого произведена замена 
гена A34R, кодирующего поверхностный гли-
копротеин, на  ген A34R с  двумя нуклеотидны-
ми заменами, приводящими к аминокислотным 
заменам D110N и  K151E. Кроме того, в  вирусе 
нарушен ген, кодирующий тимидинкиназу, в об-
ласть которого произведена встройка гена, коди-
рующего GM-CSF (ВОВ_TK(-)_GM-CSF(+)_
A34R_(D110N_K151E)). Секвенирование 
нуклеотидных последовательностей вирусного 
генома в районе гена, кодирующего тимидинки-
назу, и  A34R подтвердило наличие проводимых 
модификаций в вирусном геноме и соответствие 
нуклеотидных последовательностей с теоретиче-
скими последовательностями.

Морфология бляшек
Показано, что при заражении культуры кле-

ток CV-1, полученным рекомбинантным ВОВ_
TK(-)_GM-CSF(+)_A34R_(D110N_K151E), 
увеличивается количество бляшек, имеющих 
кометообразную форму (рис.  1), в  отличие 
от  ВОВ со  встройкой гена, кодирующего GM-
CSF, в  область гена тимидинкиназы ВОВ_TK(-
)_GM-CSF(+). Для  каждого отдельного вируса 
анализировали морфологию всех бляшек, кото-
рые образовывались в  результате вирусного за-
ражения монослоя клеток CV-1 на  24-х лунках 
(6-луночные планшеты) с  множественностью 
заражения 10 БОЕ/лунка. Доля кометообразных 
бляшек составила: 0,64±0,10 для  ВОВ_TK(-)_
GM-CSF(+)_A34R_(D110N_K151E) и  0,25±0,05 
для  ВОВ_TK(-)_GM-CSF(+) (результаты пред-
ставлены как среднее значение ± средняя квадра-
тичная ошибка). Таким образом, выявлено, что 
эффективность формирования кометообразных 
бляшек ВОВ_TK(-)_GM-CSF(+)A34R_(D110N_
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K151E) повысилась в  2,5  раза по  сравнению 
с ВОВ_TK(-)_GM-CSF(+), не содержащим целе-
вые аминокислотные замены в составе мембран-
ного гликопротеина A34, что может свидетель-
ствовать о повышении продукции EEV.

Уровень продукции внеклеточных оболочечных 
вирионов

Внеклеточные оболочечные формы вируса 
выходят из клетки до того, как произойдет лизис 
зараженной клетки и все антигенные формы ви-
руса окажутся в межклеточном пространстве [2]. 
Результаты эксперимента по оценке уровня про-
дукции внеклеточных оболочечных вирионов, 
отображенные на  рисунке  2, свидетельствуют 
о том, что введение замен D110N, K151E в состав 
мембранного гликопротеина A34 ВОВ обеспечи-
ло более ранний выход EEV из  клеток, а  также 
повышение титра данных форм вируса. Следует 
отметить, что результаты 21 ч, 24 ч после зараже-
ния могут являться недостоверными, так как воз-
можно, что уже происходил лизис исходно зара-
женных клеток и титр мог формироваться за счет 
остальных антигенных форм вирусных частиц.

Кроме того, показано, что общие титры (вклю-
чают все антигенные формы вирионов) исследуе-
мых вирусов значимо не отличаются (рис. 3).

Динамика роста вируса
Проведенный эксперимент не выявил значи-

мых различий в ростовых характеристиках иссле-
дуемых рекомбинантных вариантов ВОВ_TK(-)_
GM-CSF(+)_A34R_(D110N_K151E) в сравнении 
с  исходным вариантов вируса в  культуре клеток 
CV-1 (рис. 4).

Продукция GM-CSF полученным рекомбинант-
ным вирусом

При помощи вестерн-блот анализа показано, 
что белок детектируется на первые и вторые сутки 
после заражения в лизате клеток CV-1, заражен-
ных ВОВ_TK(-)_GM-CSF(+)_A34R_(D110N_
K151E), отсутствует положительный сигнал 
в культуральной среде, также отсутствует сигнал 
в  лизате клеток, зараженных исходным клоно-
вым вариантом ВОВ, и в среде, в которой культи-
вировались зараженные клетки.

Обсуждение
За  последнее десятилетие появляется все 

больше работ, свидетельствующих о  целесо
образности использования онколитических ви-
русов в  терапии опухолей, не  чувствительных 
к  традиционным методам лечения [3, 11, 15]. 
В  связи с  этим многие представители вирусных 
семейств рассматриваются в  качестве потен-
циальных основ для  создания онколитических 
препаратов  [18]. Как  правило, каждый из  таких 
вирусов имеет свои преимущества и  недостатки 

Рисунок 1. Морфология бляшек, образованных 
в результате заражения монослоя клеток CV-1 A) 
ВОВ_TK(-)_GM-CSF(+); Б) ВОВ_TK(-)_GM-CSF(+)_A34R_
(D110N_K151E)
Примечание. Монослой клеток окрашен кристалвиолетом 
после 72 ч инкубации с вирусным материалом.
Figure 1. Morphology of plaques formed as a result of infection 
of the monolayer of cells CV-1 A)VACV_TK(-)_GM-CSF(+); B) 
VACV_TK (-)_GM-CSF (+)_A34R_(D110N_K151E)
Note. The monolayer of the cells is stained with crystal violet after 72 h 
of incubation with the viral material.

Рисунок 2. Динамика увеличения титра внеклеточных 
оболочечных форм вируса для ВОВ_TK(-)_GM-
CSF(+)_A34R_(D110N_K151E) и ВОВ_TK(-)_GM-
CSF(+) в надклеточной жидкости в зависимости 
от длительности инкубации после заражения культуры 
клеток CV-1 указанными вирусами
Figure 2. Dynamics of the titer increase of extracellular envelope 
forms of VACV_TK(-)_GM-CSF(+)_A34R_(D110N_K151E) and 
VACV_TK(-)_GM-CSF(+) in the extracellular fluid depending on 
the duration of incubation after virus infection of the cell culture 
CV-1

в контексте применения такого препарата для че-
ловека.

Одним из  наиболее перспективных канди-
датов на  роль онколитического агента является 
ВОВ, поскольку он имеет ДНК-геном с высокой 
емкостью, что упрощает проведение генно-ин-
женерных модификаций и позволяет в довольно 
короткие сроки получать рекомбинантные вари-
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анты вируса. Наиболее распространенными мо-
дификациями генома являются удаление генов, 
приводящих к  преимущественной репликации 
вируса в делящихся клетках, и встраивание генов, 
обеспечивающих усиление иммуностимулирую-
щих свойств вируса [14]. Указанный подход был 
реализован в данной работе. При помощи метода 
временной доминантной селекции был получен 
рекомбинантный вариант ВОВ, в  геном кото-
рого произведена встройка гена, кодирующего 
GM-CSF. Данная модификация генома в первую 
очередь обусловлена тем, что эффективность он-
колитических вирусов частично определяется ак-
тивацией иммунной системы против опухолевых 
клеток, что может быть дополнительно усилено 
путем встройки иммуностимулирующих моле-
кул, таких как  GM-CSF, который является эф-
фективным стимулятором системного противо-
опухолевого иммунитета [9]. Стратегия введения 
в  состав вирусного генома генов, кодирующих 
белки-иммуностимуляторы, широко применяет-
ся при разработке онколитических препаратов [6, 
7]. Полученные нами результаты подтверждают 
наличие экспрессии GM-CSF созданным реком-
бинантным вирусом осповакцины в  системе in 
vitro. Подтвердить же  терапевтическую эффек-
тивность GM-CSF возможно будет на  следую-
щих этапах работы на модельных животных с им-
плантированной опухолью. Следует отметить, 
что ген, кодирующий GM-CSF, встроен в геном 
ВОВ в область вирусного гена, кодирующего ти-
мидинкиназу. Выбор данной области модифика-
ции вирусного генома основан на литературных 
данных, свидетельствующих о  снижении виру-

лентности ВОВ и  повышении избирательности 
репликации вируса в активно делящихся клетках, 
какими являются клетки опухолей. Репродукция 
ВОВ становится зависимой от активного синте-
за нуклеотидов клеткой-хозяином, что является 
преимуществом таких вирусов как  потенциаль-
ных основ для  получения онколитических пре-
паратов [1, 4].

В  полученном нами вирусе ВОВ_TK(-)_
GM-CSF(+)_A34R_(D110N_K151E), помимо 
встройки гена, кодирующего GM-CSF, при од-
новременном нарушении вирусного гена, коди-
рующего тимидинкиназу, произведена замена 
гена A34R на  ген A34R с  двумя нуклеотидными 
заменами. Из  опубликованных данных извест-
но, что существует несколько видов инфекцион-
ных вирусных частиц ВОВ, которые отличаются 
по  антигенным свойствам. Внутриклеточный 
зрелый вирус (IMV  – internal mature virus) по-
крыт липопротеиновой двухслойной мембраной, 
окружающей плотный кор. Внутриклеточный 
зрелый вирус (IMV) образуется в  вирусной фа-
брике из незрелого вируса (IV – immature virus). 
IMV представляет большинство инфекционного 
потомства и  способен двигаться по  микротру-
бочкам, покрываясь двойным слоем внутрикле-
точных мембран, полученных из ранних эндосом 
или транс-сети аппарата Гольджи, чтобы сформи-
ровать внутриклеточный вирус, покрытый обо-
лочкой (IEV  – intracellular enveloped virus). IEV 
затем передвигается к  клеточной поверхности 
по  микротрубочкам. Вирионы, удерживаемые 
на  поверхности клетки, называют связанным 
с  клеткой оболочечным вирусом (CEV  – cell-

Рисунок 3. Динамика увеличения общего титра вируса 
(включает все антигенные формы) для ВОВ_TK(-)_GM-
CSF(+)_A34R_(D110N_K151E) и ВОВ_TK(-)_GM-CSF(+) 
в зависимости от длительности инкубации после 
заражения культуры клеток CV-1 указанными вирусами
Figure 3. Dynamics of titer increase for VACV_TK(-)_GM-
CSF(+)_A34R_(D110N_K151E) and VACV_TK(-)_GM-CSF(+) 
depending on the duration of incubation after virus infection of 
the cell culture CV-1

Рисунок 4. Динамика роста исходного клонового 
варианта ВОВ и его рекомбинантных вариантов 
на культуре клеток CV-1
Figure 4. Growth dynamics of the initial clonal variant of VACV 
and its recombinants on the cell culture CV-1
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associated enveloped virus), а  освобожденные ви-
рионы  – внеклеточным оболочечным вирусом 
(EEV  – external enveloped virus). CEV индуциру-
ет образование актиновых филаментов, которые 
обуславливают отделение EEV от  клетки и  име-
ют важное значение для  распространения виру-
са [16]. Известно, что EEV-форма ВОВ обладает 
низкой иммунногогенностью и  обеспечивает 
эффективный транспорт вируса в  тканях инфи-
цируемого организма. Эффективность форми-
рования EEV различается не только между вида-
ми, входящими в состав семейства Poxviridae, но 
и между разными штаммами вируса одного вида. 
Показано, что штамм IHD-J ВОВ производит 
в  40 раз большее количество EEV-форм вируса, 
чем штамм WR ВОВ, что обусловлено различи-
ем в  151-ом и  110-ом аминокислотных остатках 
мембранного гликопротеина A34 этих двух штам-
мов (белок A34 ВОВ штамма IHD-J содержит 
глутаминовую кислоту (151) и  глутамин (110), 
белок A34 штамма WR – лизин (151), аспараги-
новую кислоту (110)) [2]. Аминокислотная после-
довательность белка A34 используемого в работе 
штамма ЛИВП и штамма WR совпадают. Поэто-
му при помощи метода временной доминант-
ной селекции в  вирусе ВОВ_TK(-)_GM-CSF(+) 
была произведена замена гена A34R на ген А34R 
c двумя нуклеотидными заменами с  целью уси-
ления эффективности образования EEV-форм 
вируса. В результате было показано, что введение 
указанных замен привело к  увеличению коли-
чества кометообразных бляшек, образующихся 
при заражении культуры клеток CV-1 получен-
ным вирусом ВОВ_TK(-)_GM-CSF(+)_A34R_
(D110N_K151E), что является фенотипическим 
признаком, характерным для  EEV-форм вируса. 

Происходит более ранний выход EEV из  клеток 
и  повышение уровня образования именно EEV, 
при этом введенные замены не  оказывают вли-
яния на продукцию вируса в целом. Кроме того, 
показано, что все проведенные модификации 
вирусного генома не  оказывают влияния на  ро-
стовые характеристики вируса на культуре клеток 
CV-1. Данная культура является высокочувстви-
тельной для ВОВ, поэтому сохранение ростовых 
характеристик вируса на данной культуре позво-
лит в дальнейшем использовать ее для наработки 
потенциального онколитического препарата.

Стратегия получения ВОВ_TK(-)_GM-
CSF(+)_A34R_(D110N_K151E) основана на вне-
сении в  выбранный клоновый вариант вируса 
модификаций, которые уже широко использу-
ются при разработке онколитических препара-
тов, с  целью создания основы для  дальнейшего 
усиления онколитического потенциала вируса. 
Увеличение эффективности образования EEV-
форм вируса позволит эффективнее распростра-
няться вирусу по организму, достигая метастазов, 
и  позволит снизить уровень иммунного ответа 
на вирус; удаление гена, кодирующего тимидин-
киназу,  – снизить уровень репликации вируса 
в неделящихся клетках; встраивание гена, коди-
рующего GM-CSF, – усилить иммуностимулиру-
ющие свойства вируса.

Полученные в данной работе результаты в экс-
периментах in vitro свидетельствуют о необходи-
мости дальнейшего изучения созданного канди-
датного онколитического ВОВ в  экспериментах 
in  vivo и  о перспективности его использования 
в качестве основы для создания других вирусов, 
специфично направленных на лечение конкрет-
ных видов рака.
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КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ ПЕРВИЧНОГО 
ИММУНОДЕФИЦИТНОГО СОСТОЯНИЯ:  
Х-СЦЕПЛЕННАЯ АГАММАГЛОБУЛИНЕМИЯ
Кувшинова Е.В.1, Куртасова Л.М.2, Борисов А.Г.1, Шмидт А.Р.3, 
Герасимова Т.А.1
1 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр „Красноярский научный центр Сибирского отделения 
Российской академии наук“», обособленное подразделение «Научно-исследовательский институт 
медицинских проблем Севера», г. Красноярск, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет имени профессора  
В.Ф. Войно-Ясенецкого» Министерства здравоохранения РФ, г. Красноярск, Россия  
3 КГАУЗ «Красноярский краевой центр профилактики и борьбы со СПИД» г. Красноярск, Россия

Резюме. Первичные иммунодефицитные состояния (ПИДС) – это генетически детерминирован-
ные дефекты одного или нескольких звеньев иммунной системы, препятствующие нормальному осу-
ществлению иммунных функций.

Иммунодефициты, при которых значительно нарушено антителообразование, являются наиболее 
часто встречаемыми и составляют около 50% от общего количества ПИДС. 

Описан клинический случай первичного иммунодефицитного состояния (ПИДС): Х-сцепленная 
агаммаглобулинемия у  мальчика 8 лет. Результаты молекулярно-генетического исследования: ген 
ВТК (ex 1-19) версия генома GRCh38.p5, версия транскрипта ENST00000308731 выявлена однону-
клеотидная замена с.1027С > Т в гомозиготном состоянии, приводящая к возникновению прежде
временного стоп-кодона p.Gln343Ter (p.Q343*). 

Ключевые слова: первичное иммунодефицитное состояние, В-клетки, иммуноглобулины, агаммаглобулинемия

CLINICAL CASE OF PRIMARY IMMUNODEFICIENCY: 
X-LINKED AGAMMAGLOBULINEMIA
Kuvschinova E.V.a, Kurtasova L.M.b, Borisov A.G.a, Schmidt A.R.c, 
Gerasimova T.A.a 
a Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk Science Center, Siberian Branch, Russian Academy 
of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation  
b Krasnoyarsk State V. Voyno-Yasenetsky Medical University, Krasnoyarsk, Russian Federation  
c Krasnoyarsk Regional Center for Prevention and Control of AIDS, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. A clinical case of primary immunodeficiency state (PIDS) is described: X-linked agammaglobulinemia 
in the boy of 8 years old. The results of molecular genetic studies: gene btk (ex 1-19) genome version GRCh38.p5, 
transcript version ENST00000308731 single nucleotide substitution identified с.1027С > Т in homozygous state 
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leading to premature stop codon p.Gln343Ter (p.Q343*). The presented clinical case reflects the low alertness 
of pediatricians for PIDS. At the same time, a delay in diagnosis and prescription of treatment aggravates the 
prognosis of the disease course and reduces the quality of the patient life.
Keywords: primary immune deficiency state, B cells, immunoglobulins, agammaglobulinemia

Введение
Первичные иммунодефицитные состояния 

(ПИДС)  – это генетически детерминированные 
дефекты одного или нескольких звеньев иммун-
ной системы, препятствующие нормальному 
осуществлению иммунных функций [1].

Клиническая манифестация при большин-
стве ПИДС происходит на первом и втором году 
жизни, но диагностируются они чаще в  школь-
ном возрасте. В  диагностике многих синдромов 
ПИДС ведущее место занимают клинические 
признаки. Однако полиморфизм проявлений 
и наличие общих признаков при различных забо-
леваниях затрудняют диагностику ПИДС и часто 
приводят к врачебным ошибкам не только в от-
ношении диагноза, но и лечения, которое порой 
оказывается не  только малоэффективным, но 
и способствует ухудшению состояния больного.

Иммунодефициты, при которых значительно 
нарушено антителообразование, являются наи-
более часто встречаемыми и  составляют около 
50% от общего количества ПИДС [1, 2]. 

Агаммаглобулинемия может являться след-
ствием дефектов генов, сцепленных с  Х-хромо
сомой, или  наследоваться по  аутосомно-рецес-
сивному признаку [1, 3]. Агаммаглобулинемия, 
сцепленная с Х-хромосомой, впервые была опи-
сана Брутоном в 1952 году. Это сцепленное с по-
лом, рецессивное по  типу наследования заболе-
вание, которое встречается преимущественно 
у  мальчиков. Генетический дефект локализован 
на длинном плече Х-хромосомы в положении Хq 
21.2-22. Моногенный дефект является результа-
том мутации сигнальной трансдукторной моле-
кулы, кодируемой геном btk (b  – В-лимфоциты 
и  болезнь Брутона, tk-тирозинкиназа) [1, 3]. 
Для большинства пациентов характерны повтор-
ные бактериальные инфекции с раннего возрас-
та, чаще отиты, синуситы, пневмонии. Наиболее 
частой патогенной флорой являются Streptococcus 
pneumoniae и Haemophilus influenzae. Заболевание 
проявляется резким снижением (вплоть до пол-
ного отсутствия) в  сыворотке крови всех клас-
сов иммуноглобулинов и  является результатом 
блокады дифференцировки и созревания пре-В-
клеток [1, 2].

Описание клинического случая
Пациент П., 8 лет. Анамнез жизни: ребенок 

от V беременности (I – разрешилась родами, II, 
III – мед. аборт, IV – трубная беременность), про-
текавшей без особенностей. Роды вторые, само-
стоятельные в срок 40-41 нед. Масса при рожде-
нии 4480 г, длина тела 56 см. BCG вакцинирован 
в род. доме, рубчик 5 мм. Ранний неонатальный 
период протекал без особенностей. Естествен-

ное вскармливание получал до трех месяцев, за-
тем переведен на искусственное вскармливание. 
Прививки по индивидуальному календарю в свя-
зи с  частыми инфекционными заболеваниями. 
Травм и операций не было. 

Семейный анамнез: со слов мамы гематологи-
ческими и  иммунологическими заболеваниями 
не  отягощен. Старший ребенок (сестра) в  семье 
здоров.

Анамнез заболевания: в возрасте 1 месяца пе-
ренес острое респираторное заболевание (ОРЗ) 
с  гнойным конъюнктивитом, с  5 месяцев отме-
чаются признаки нарушения противоинфекци-
онной защиты (частые ОРЗ, сопровождавшиеся 
гноетечением из  ушей, энтероколиты, 8 мес.  – 
баланопостит, 1 г. 2 мес. – рожистое воспаление 
кожи в  области лица). С  двух лет наблюдаются 
эпизоды распространенной язвенной формы 
пиодермии, рецидивирующие бронхиты с  дли-
тельным кашлем и слизисто-гнойной мокротой, 
гнойные отиты, синуситы. С  декабря 2016 года 
по март 2017 года три эпизода средне- и нижне-
долевой пневмонии справа. Лечился в стациона-
ре по месту жительства. R-логически без положи-
тельного эффекта и после очередного ухудшения 
был госпитализирован в  детское отделение ле-
гочно-аллергологического центра НИИ меди-
цинских проблем Севера Федерального исследо-
вательского центра КНЦ СО РАН.

Проведено обследование: в клиническом ана-
лизе крови отмечалась выраженная лейкопения 
(2,2 × 109/л) с нейтропенией (2%), промиелоциты 
(3%), СОЭ 37 мм/час. R-графия органов грудной 
клетки в  двух проекциях: правосторонняя по-
лисегментарная пневмония в средней и нижней 
долях правого легкого. По сравнению с предыду-
щей R-граммой без динамики.

МСКТ: в  S 4,5 справа определяется участок 
гиповентиляции легочной ткани с  элементами 
фиброза. В  структуре изменений определяются 
деформированные расширенные бронхи. В S 10, 
частично S 9 – участок консолидации с тяжисты-
ми контурами, с  наличием плохо визуализируе-
мых просветов бронхов. Легочный интерстиций 
вокруг изменений уплотнен по  типу матового 
стекла. Слева  – без очаговых инфильтративных 
изменений. Трахея не  изменена. Лимфоузлы 
не увеличены. Жидкости в плевральной полости 
нет. Средостение структурное.

ФБС: диффузный эндобронхит с  умеренно 
выраженной слизисто-гнойной гиперсекрецией.

R-графия придаточных пазух носа: двухсто-
ронний верхнечелюстной синусит.

УЗИ органов брюшной полости: спленомега
лия.
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В  отделении больной получал антибактери-
альную терапию цефалоспоринами внутривенно. 
Обращала на себя внимание длительная санация 
бронхиального дерева. Необходимо отметить ги-
поплазию миндалин и лимфатических узлов. При 
выписке 10.03.2017 г. отмечалась положительная 
динамика. Ребенок не лихорадит, кашель продук-
тивный, в легких выслушиваются непостоянные 
влажные хрипы.

Через три дня (13.03.2017) после выписки со-
стояние пациента ухудшается, отмечается стой-
кая лихорадка, нарастают симптомы интокси-
кации, одышка. Ребенок госпитализируется 
в стационар по месту жительства, получает анти-
бактериальную терапию (сумамед и внутривенно 
цефепим). Состояние продолжает ухудшаться 
и  16.03.2017 г. пациент санавиацией доставлен 
в детское отделение НИИ медицинских проблем 
Севера.

R-логически определяется инфильтрация 
слева в  нижней доле легкого. Бактериальный 
посев мокроты: обильный рост Candida albicans 
и Streptococcus mitis.

Проведено иммунологическое обследование. 
Иммунофенотипирование лимфоцитов перифе-
рической крови выявило резкое снижение коли-
чества В-лимфоцитов (CD19+, %  – 0,1; CD19+, 
109/л – 0,0028; норма – 12-22%; 0,3-0,5 соответ-
ственно). Содержание иммуноглобулинов в  сы-
воротке крови: IgA – 0,0 мг/мл; IgG – 0,0 мг/мл; 
IgM – 0,03 мг/мл; IgE – 2,4 мг/мл. Антитела IgG 
к дифтерийному анатоксину < 00,1 МЕ/л; антите-
ла IgG к столбнячному анатоксину < 00,1 МЕ/л.

Проведена антимикробная терапия: внутри-
венно меропенем 1,0 г 10 дней; ко-тримоксазол 
3 дня в  неделю 480 мг. Выписан на  17-е сутки 
в удовлетворительном состоянии.

Обоснование клинического диагноза
Пациент мужского пола, манифестация тяже-

лых рецидивирующих бактериальных инфекций 
в  первые два года жизни, множественные очаги 

инфекции, гипоплазия лимфоидной ткани, «сле-
ды» поствакцинальных специфических анти-
тел класса G к  дифтерийному и  столбнячному 
анатоксинам, экстремально низкое содержание 
CD19+ клеток в  периферической крови и  сы-
вороточных иммуноглобулинов (A, M, G). Все 
вышеизложенное позволило поставить диагноз 
«первичное иммунодефицитное состояние: агам-
маглобулинемия с дефицитом В-клеток, генети-
чески неуточненная».

Для верификации диагноза и решения вопро-
са о заместительной терапии пациент госпитали-
зирован в  отделение иммунологии Националь-
ного медицинского исследовательского центра 
детской гематологии, онкологии и иммунологии 
имени Дмитрия Рогочева Минздрава России, где 
было проведено молекулярно-генетическое ис-
следование (табл. 1).

Изосерологическое исследование: группа 
крови: группа В  (III), резус-фактор  – положи-
тельный, Kell: отрицательный, Phenotype: C-c-E-
e-K-ctl DiaClon: C(+)E(-)e(+), антиген Cw: отри-
цательный, антиген К (Челано): положительный. 
Прямая проба Кумбса: отрицательно.

Клинический диагноз
Основной: первичное иммунодефицитное со-

стояние: Х-сцепленная агаммаглобулинемия. 
Осложнения: бронхоэктатическая болезнь. 

ДН0.
В  настоящее время состояние ребенка ста-

бильное, не лихорадит, очагов инфекции нет. Па-
циенту проводится регулярная заместительная 
терапия иммуноглобулином для  внутривенного 
введения, с обязательным ежемесячным контро-
лем предтрансфузионных цифр IgG в сыворотке 
крови.

Заключение 
Данный клинический случай демонстрирует-

ся с целью обратить внимание прежде всего пе-

ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТ ОПРЕДЕЛЕНИЯ МУТАЦИЙ 
TABLE 1. MUTATION RESULT

Ген 
Gene

Версия 
генома

Genome version

Версия 
транскрипта

Transcript version

Результат 
Result

Ген ВТК
Gene 
BTK

(ex 1-19)

GRCh38.p5 ENST00000308731

Выявлена однонуклеотидная  
замена с.1027С>Т в гемизиготном состоянии, 

приводящая к возникновению преждевременного стоп-
кодона p.Gln343Ter (p.Q343*). Данная замена описана 

в научной литературе (HGMD-PUB-LIC:CM012740) 
как патогенная при гипогаммаглобулинемии [4]

A single nucleotide substitution c.1027C> T was detected in 
a hemizygous state, leading to the appearance of premature 

stop codon p.Gln343Ter (p.Q343*). This replacement is 
described in the scientific literature (HGMD-PUBLIC:

CM012740) as pathogenic in hypogammaglobulinemia
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диатров и врачей общей практики на первичные 
иммунодефицитные состояния у  детей. Следу-
ет признать, что первичные иммунодефициты 
встречаются чаще, чем принято считать. Учиты-
вая, что агаммаглобулинемия на  сегодняшний 
день является заболеванием с  необратимым на-
рушением функций иммунной системы, с высо-

ким риском развития тяжелых жизнеугрожаю-
щих бактериальных инфекций и  аутоиммунных 
процессов, необходимо своевременно диагно-
стировать данное состояние и назначить адекват-
ную заместительную и антимикробную терапию 
больным детям, улучшая, таким образом, каче-
ство их жизни.
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КОМОРБИДНЫЙ ПАЦИЕНТ С ЭОЗИНОФИЛЬНЫМ 
ГРАНУЛЕМАТОЗОМ С ПОЛИАНГИИТОМ: ВСЕГДА 
ЛИ ОДНОЗНАЧНА ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА
Марченко В.Н., Бручкус Е.А., Лебедева А.А., Давыдов Д.А., 
Шапорова Н.Л., Дудина О.В., Смульская О.А., Зинакова М.К.
ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Эозинофильный гранулематоз с полиангиитом, ранее именовавшийся как синдром Чар-
га–Стросс, представляет собой редкий вариант АНЦА-ассоциированного некротизирующего васку-
лита, протекающего с поражением сосудов небольшого диаметра и характеризующийся типичными 
изменениями иммунологических параметров, выраженной эозинофилией периферической крови, 
тяжелым течением бронхиальной астмы, наличием летучих инфильтратов в легких, поражением пе-
риферической нервной системы, а также вовлечением в процесс почек, более редким по сравнению с 
другими некротизирующими васкулопатиями.

Диагностику заболевания часто осложняет наличие сопутствующей патологии, среди которой не-
обходимо отметить хроническую обструктивную болезнь легких  у пациентов с длительным стажем 
курения и профессиональными вредностями.

В статье представлен клинический случай относительно типичного течения эозинофильного 
гранулематоза с полиангиитом, развившегося у пациента пожилого возраста на фоне ранее сфор-
мировавшейся хронической обструктивной болезни легких, что затрудняло диагностику данного 
эозинофильного синдрома. Дебют клинической картины был представлен симптомами одышки ин-
спираторного характера при умеренной физической нагрузке и кашля с отхождением слизистой мо-
кроты в небольшом количестве, которые возникли после длительного контакта с хлорсодержащими 
веществами. С учетом длительного стажа курения, пульмонологом по месту жительства было конста-
тировано наличие хронической обструктивной болезни легких. Однако сохранение жалоб на фоне 
проводимой терапии, а также наличие разнонаправленной динамики при многократном выполнении 
компьютерной томографии (КТ) органов грудной клетки в виде мигрирующих легочных инфильтра-
тов заставили интенсифицировать диагностический поиск системных заболеваний. В дальнейшем 
были выявлены клинические, лабораторные и инструментальные признаки бронхиальной астмы, а 
также значимая эозинофилия и поражение нервной системы в виде сенсорной полинейропатии, что 
в сочетании с рентгенологическими данными позволило сформировать мнение о наличии эозино-
фильного гранулематоза с полиангиитом, несмотря на отсутствие АНЦА.
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Представленный случай показывает, что при всей важности иммунологической диагностики, осо-
бенно при отрицательных результатах анализа крови на АНЦА, требуется тщательный анализ клини-
ческих данных для выявления взаимно отягощающей коморбидной патологии. Серьезный, во многих 
случаях неблагоприятный прогноз при эозинофильном гранулематозе с полиангиитом, необходи-
мость длительного лечения с использованием цитостатиков, системных глюкокортикостероидов, а 
в отдельных случаях ГИБТ (генно-инженерной биологической терапии) заставляют рассматривать 
диагноз «эозинофильный гранулематоз с полиангиитом» как основной, а коморбидную патологию 
как фоновое состояние. Благоприятным в данном случае является тот факт, что пациент АНЦА-не-
гативен, у него отсутствует развернутое поражение почек, кожи, что улучшает прогноз.

Ключевые слова: эозинофильный гранулематоз с полиангиитом, синдром Чарга–Стросс, иммунологическая диагностика, 
АНЦА, АНЦА-ассоциированные васкулиты, коморбидность

EOSINOPHILIC GRANULOMATOSIS WITH POLYANGIITIS 
IN COMORBID PATIENT: IS THE IMMUNOLOGICAL 
DIAGNOSTICS ALWAYS UNAMBIGUOUS
Marchenko V.N., Bruchkus E.A., Lebedeva A.A., Davydov D.A., 
Shaporova N.L., Dudina O.V., Smulskaya O.A., Zinakova M.K.
First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Eosinophilic granulomatosis with polyangiitis (EGPA), previously called Churg–Strauss 
syndrome, represents a rare form of ANCA-associated necrotising vasculitis which affects small vessels. This 
disease is characterized by typical combination of immunological disturbances, hypereosinophilia, severe 
bronchial asthma, transient pulmonary infiltrates, and kidney injury which is less frequent than in other forms 
of necrotising vasculitis.

Verification of the diagnosis is often hampered by comorbidities, such as chronic obstructive pulmonary 
disease (COPD) in the patients with long-term smoking history and occupational hazards.

In this article, we report a clinical case of EGPA in elderly patient with preceding COPD which caused 
diagnostic difficulties for this eosinophilic syndrome. Clinical pattern at the beginning of disease was presented 
by moderate inspiratory dyspnea and cough with small amounts of mucus sputum, which appeared after long-
term exposure to chlorine-containing substances. COPD diagnosis in this patient was based on clinical pattern, 
long smoking experience, and occupational hazards. However, persistence of the symptoms during the ongoing 
therapy, as well as multidirectional dynamics of transient pulmonary infiltrates found on repeated CT-scans, 
prompted us to intensify diagnostic search for a systemic disease. Clinical, laboratory and instrumental signs of 
bronchial asthma were revealed, as well as hypereosinophilia and sensory polyneuropathy, which, if combined 
with CT-scan data, allowed us to prove the EGPA diagnosis.

This case shows that, despite great value of immune diagnostics, with negative blood tests for ANCA, it 
is necessary to detect mutually complicating comorbid pathology. EGPA was considered the basic diagnosis, 
and COPD as accompanying disorder, taking into account such reasons as an unfavorable prognosis for 
EGPA and the need for long-term chemotherapy with systemic corticosteroids and monoclonal antibodies. 
ANCA-negative testing in the patient, absence of severe kidney and skin lesions allows to suggest better clinical 
prognosis in this patient. 

Keywords: еosinophilic granulomatosis with polyangiitis, Churg–Strauss syndrome, immunological diagnostics, ANCA, ANCA-
associated vasculitides, comorbidities.

Введение
Аутоиммунные заболевания представляют со-

бой третью ведущую причину хронических забо-
леваний в развитых странах после сердечно-сосу-
дистых и онкологических заболеваний [9].

Эозинофильный гранулематоз с  полианги-
итом (ЭГПА), также известный как  синдром 

Чарга–Стросс, является редким АНЦА-ассоци-
ированным васкулитом с преимущественным по-
ражением мелких сосудов, протекающим в виде 
сочетания бронхиальной астмы тяжелого тече-
ния, эозинофилии периферической крови более 
10% от числа лейкоцитов, летучих инфильтратов 
в легких, моно- и полинейропатии [2, 5].
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ЭГПА является редко встречающимся заболе-
ванием в группе АНЦА-ассоциированных васку-
литов. Так, распространенность ЭГПА составля-
ет от 7 до 13 случаев на 1 млн населения [3], тогда 
как гранулематоз с полиангиитом, ранее извест-
ный как гранулематоз Вегенера, встречается в по-
пуляция до 25-60 случаев на 1 млн населения [10]. 

Классическая клиническая картина заболе-
вания на  первом этапе была представлена сим-
птомами бронхиальной астмы, аллергического 
риносинусита. В  дальнейшем при рентгеноло-
гическом исследовании начинают обнаружи-
ваться «летучие» инфильтраты в легких, а в кли-
ническом анализе крови  – эозинофилия более 
10%. На  последнем этапе развития заболевания 
наблюдается развернутая картина системной 
некротизирующей васкулопатии [3]. К  сожале-
нию, АНЦА-ассоциированные васкулиты редко 
диагностируются до развития почечных и легоч-
ных осложнений, которые приводят к развитию 
значительной инвалидизации больных [5] и  не-
редко к летальным исходам [7].

Диагностическими критериями ЭГПА яв-
ляются: положительный АНЦА-тест (который 
выявляется у  75% больных [6]), эозинофилия 
периферической крови (более 10% от числа лей-
коцитов периферической крови), бронхиальная 
астма, наличие моно- или полинейропатии, при-
знаки легочных инфильтратов при рентгеноло-
гическом исследовании, патология гайморовых 
пазух, экстраваскулярная эозинофилия по  дан-
ным патоморфологического исследования [8, 11]. 
Наличие 4-х и более критериев ЭГПА позволяет 
верифицировать достоверный ЭГПА с  чувстви-
тельностью 85% и специфичностью 99%. 

Эссенциальный признак ЭГПА  – эозинофи-
лия периферической крови – может встречаться 
при множестве других заболеваний, что затрудня-
ет проведение дифференциальной диагностики. 
Так, при наличии гиперэозинофилии необходи-
мо исключать наличие семейной (наследствен-
ной) эозинофилии, первичной клональной 
(острый и хронический эозинофильный лейкозы 
и  другие миелоидные неоплазии) и  вторичной 
реактивной эозинофилии (причинами которой 
могут быть глистные инвазии), болезни атопи-
ческого марша, аллергические или  токсические 
реакции (в  том числе DRESS-синдром  – drug 
reaction with eosinophilia and systemic symptoms 
(лекарственная реакция с  эозинофилией и  си-
стемными симптомами), хроническую реакцию 
«трансплантат против хозяина»), Лангерганс-
клеточный лимфоцитоз, системный мастоци-
тоз, солидные опухоли, чесотку, аллергический 
бронхолегочный аспергиллез. Также необходимо 
помнить о  существовании гиперэозинофилии 
неясного значения [13], об эозинофил-ассоции-
рованном моноорганном повреждении: эозино-
фильных эзофагитах, гастроэнтеритах, колитах, 

панкреатитах, гепатитах, миокардитах, фасци
итах (синдром Шульмана).

В целом, при наличии эозинофилии перифе-
рической крови более 10%, бронхиальной астмы, 
патологии гайморовых пазух носа, летучих ин-
фильтратов по  данным рентгенографии легких, 
нейропатии, диагноз «эозинофильный грануле-
матоз с полиангиитом» может быть установлен 
критериально. 

Важно отметить, что значительные трудно-
сти в диагностику ЭГПА может вносить стадий-
ность его течения и невозможность верификации 
диагноза на ранних этапах заболевания, а также 
отрицательный результат теста на  антинейтро-
фильные цитоплазматические антитела.

Таким образом, верификация ЭГПА часто 
бывает осложнена [1, 4] нетипичным течением 
(отсутствием этапности симптоматики), а  так-
же наличием коморбидной патологии. В данной 
статье представлен клинический случай ЭГПА, 
диагностика которого была затруднена отсут-
ствием клинически значимого первого этапа за-
болевания и наличием сопутствующей патологии 
в виде хронической обструктивной болезни лег-
ких (ХОБЛ).

Клиническое наблюдение
Мужчина пожилого возраста (65 лет) впервые 

поступил в клинику НИИ ревматологии и аллер-
гологии ПСПбГМУ им. И.П.  Павлова в  ноябре 
2017 года с жалобами на одышку с затруднением 
вдоха при минимальных физических нагрузках 
(ходьба в  обычном темпе), постоянный кашель 
с отхождением слизистой мокроты в небольшом 
количестве.

Со  слов пациента и  с учетом данных предо-
ставленной медицинской документации, был бо-
лен с весны 2016 года. Заболевание дебютировало 
после длительного контакта с хлорсодержащими 
веществами, когда пациента стали беспокоить 
дистантные хрипы, одышка с затруднением вдо-
ха при умеренной физической нагрузке, кашель 
с отхождением слизистой мокроты в небольшом 
количестве. Пульмонологом по месту жительства 
с  учетом вышеуказанных жалоб и  длительного 
стажа курения была диагностирована ХОБЛ. 

В  связи с  сохраняющимися жалобами на  по-
стоянный продуктивный кашель, нарастание 
интенсивности одышки, изменениями на  рент-
генограммах органов грудной клетки в виде рас-
пространенных интерстициальных изменений 
с участками «матового стекла», возможного уве-
личения бронхопульмональных лимфоузлов сле-
ва, в  октябре 2016 года пациент был направлен 
в противотуберкулезный диспансер, где на осно-
вании отрицательных результатов диаскин-теста 
и микроскопии мокроты была исключена специ
фическая инфекция.

По данным КТ органов грудной клетки (ОГК) 
от 03.11.2016: в обоих легких на фоне умеренных 
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интерстициальных изменений были верифици-
рованы множественные очаги с нечеткими кон-
турами до  15 мм в  диаметре, часть из  которых 
была расположена субплеврально, увеличения 
лимфоузлов средостения не наблюдалось.

В  декабре 2016 года на  фоне сохраняющихся 
жалоб на одышку с затруднением вдоха и выдо-
ха, кашель с  отхождением слизистой мокроты 
в  умеренном количестве пациент был госпита-
лизирован в  Городскую больницу №  2 Санкт-
Петербурга, где было выявлено повышение СОЭ 
до  22 мм/ч, лейкоциты до  20-25 в  поле зрения 
и  альвеолярные клетки до  10-15 в  поле зрения 
в  цитологическом анализе мокроты. Кислото
устойчивые микобактерии (КУМ) и ДНК мико-
бактерий туберкулеза (МБТ) методом ПЦР обна-
ружены не были. По данным функции внешнего 
дыхания были диагностированы обструктивные 
изменения вентиляционной способности легких. 

На повторно выполненной КТ ОГК инфиль-
тративных изменений в легочной ткани выявлено 
не было, по сравнению с КТ от 03.11.2016 отме-
чалось уменьшение в  размерах многочисленных 
двусторонних очагов со снижением их интенсив-
ности при сохранении (примерно) прежнего их 
количества и одиночный умеренно увеличенный 
бифуркационный лимфатический узел размера-
ми до 14 на 7,5 мм. По данным ФБС верифици-
ровали диффузный двусторонний значительно 
выраженный катаральный эндобронхит со  сли-
зистой гиперсекрецией, фиброзную деформа-
цию бронхов. На  фоне проводимой инфузион-
ной терапии с использованием метилксантинов, 
глюкокортикостероидов (ГКС) наблюдали уме-
ренную положительную динамику. Пациент был 
выписан с  диагнозом «хроническая обструктив-

Рисунок 1. Рентгенограмма органов грудной клетки 
пациента Х. от 11.10.2017 года
Figure 1. Chest radiograph result, 11 October 2017

ная болезнь легких», стадия I по  GOLD, легкой 
степени тяжести, клиническая группа А  (шкала 
mMRC 1 балл  – симптомы не  выражены, САТ-
тест 5 баллов – низкий риск обострений, менее 
1  обострения за  год) с  рекомендациями по  ис-
пользованию метилксантинов, ингаляционных 
глюкокортикостероидов (иГКС).

Зимой 2016-2017 гг. больного продолжали бес-
покоить продуктивный кашель, инспираторная 
одышка при умеренных физических нагрузках. 
В  феврале 2017 года на  контрольной компью-
терной томографии (КТ) ОГК была выявлена 
КТ-картина очаговой диссеминации легких с 2-х 
сторон, преимущественно в верхних и средних от-
делах, уплотнение стенок трахеи и бронхов и КТ-
признаки эмфиземы легких, а также единичные 
увеличенные внутригрудные лимфатические 
узлы. По сравнению с КТ от октября 2016  года, 
значимой динамики обнаружено не было. Паци-
ент был повторно осмотрен пульмонологом, ко-
торый рекомендовал продолжить терапию с  ис-
пользованием метилксантинов, иГКС.

В июне 2017 года при выполнении контроль-
ной КТ ОГК была зарегистрирована отрицатель-
ная динамика в виде увеличения размеров и ко-
личества очагов легких с 2-х сторон, увеличения 
в размерах внутригрудных лимфатических узлов. 
На КТ ОГК от сентября 2017 года была разнона-
правленная динамика в  виде появления новых 
очагов, частичного разрешения старых, отри-
цательная динамика в  виде появления полостей 
распада. С июля 2017 года пациент отмечал уве-
личение количества отделяемой мокроты, на-
растание одышки инспираторного характера с ее 
возникновением при минимальной физической 
нагрузке. С  учетом снижения сатурации кисло-
рода до  93% пациенту было рекомендовано до-
обследование в  рамках отделения торакальной 
хирургии.

В  октябре 2017 года был госпитализирован 
в центр интенсивной пульмонологии и торакаль-
ной хирургии Городской больницы № 2 Санкт-
Петербурга, где было выявлено повышение 
СОЭ до  41 мм/ч и  изменения в  общем анализе 
мокроты в  виде повышения уровня лейкоцитов 
до  100  клеток в  п/зр, а  также повышение креа-
тинина до  0,068 ммоль/л. На  рентгенограммах 
ОГК определялись множественные мелкие оча-
ги от 2 до 5 мм, участки усиления легочного ри-
сунка за счет интерстиция, единичные линейные 
дискателектазы (рис. 1). 

По  данным фибробронхоскопии (ФБС) был 
верифицирован диффузный, двусторонний, зна-
чительно выраженный катаральный эндоброн-
хит со  слизистой гиперсекрецией. По  данным 
цитологического исследования мокроты были 
получены клетки плоскоклеточной метапла-
зии, отдельные группы клеток, подозрительные 
на  плоскоклеточный рак. Пациенту была вы-
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полнена видеоторакоскопия справа с  одномо-
ментной биопсией ткани легкого и плевры. При 
гистологическом исследовании биоптата легко-
го выявлялись морфологические проявления 
деструктивно-пролиферативного полиангиита 
в сочетании с многофокусным, в виде формиру-
ющихся гранулем, полиморфноклеточным вос-
палительным инфильтратом. Результаты цито-
логического исследования были пересмотрены 
в  НИИ онкологии им. Н.Н.  Петрова, данных 
об опухолевом росте получено не было. 

В  начале ноября 2017 года пациент был ос-
мотрен ревматологом по месту жительства, была 
рекомендована госпитализация в специализиро-
ванный ревматологический стационар для  до-
обследования, установления диагноза и подбора 
терапии.

14 ноября 2017 года пациент был госпитали-
зирован в  НИИ ревматологии и  аллергологии 
для дообследования и коррекции терапии. 

При поступлении предъявлял жалобы 
на одышку (2 балла по шкале MMRc) и продук-
тивный кашель (18 баллов по CAT-тест – выра-
женные симптомы).

При дополнительном сборе анамнеза было 
установлено, что пациент являлся курильщиком 
(индекс курящего человека составил 41,4 пач-
ка/ лет), имел неотягощенный аллергологиче-
ский анамнез и  отягощенную наследственность 
по патологии сердечно-сосудистой системы (ги-
пертоническая болезнь и хроническая сердечная 
недостаточность у родителей больного, младший 
сын умер от острого нарушения мозгового крово-
обращения в возрасте 38 лет), работая техником-
электриком, имел профессиональную вредность 
в  виде длительного воздействия излучения сва-
рочной дуги, сварочного аэрозоля, искр и брызг 
металлов и шлака. 

Из  сопутствующей патологии обращало 
на себя внимание нерегулярное повышение уров-
ня АД в течение 5 последних лет с максимальны-
ми значениями до 160 и 90 мм рт. ст. Терапевтом 
по месту жительства в отсутствие признаков вто-
ричной артериальной гипертонии была верифи-
цирована эссенциальная гипертензия 1 стадии 
без назначения какой-либо антигипертензивной 
терапии (были даны рекомендации по  модифи-
кации образа жизни).

Объективный статус при поступлении: общее 
состояние относительно удовлетворительное. 
Положение в  постели активное. Сознание яс-
ное, в контакт вступает легко, память не сниже-
на. Эмоционально стабилен. Телосложение рас-
ценено как  нормостеническое. Рост 162 см, вес 
63 кг, ИМТ 24,01 кг/м2, окружность талии 89 см. 
Подкожно-жировая клетчатка развита избыточ-
но в области живота. Кожные покровы: чистые, 
нормальной влажности. Слизистая ротовой по-
лости розовая, нормальной влажности. Полость 

рта санирована. Отеков нет. Признаки вари-
козного расширения вен нижних конечностей, 
тромбоза как поверхностных, так и глубоких вен, 
выявлены не были.

Сердечно-сосудистая система: ЧСС 72 удара 
в минуту. Артериальное давление как на правой, 
так и на левой руке 135 и 85 мм рт. ст. Пульс 72 
удара в  минуту, ритмичный, симметричный, 
удовлетворительного наполнения, не  напряжен. 
Пульсация на аa. dorsalis pedis сохранена с обеих 
сторон. Верхушечный толчок не  пальпируется. 
Тоны сердца ясные, звучные, ритмичные, соот-
ношение тонов не  изменено. На  верхушке вы-
слушивается тихий (2/6 по шкале Левина) мезо-
систолический убывающий шум, без проведения 
в  другие точки аускультации. Периферические 
пульсации сохранены на всех магистральных ар-
териях.

Респираторная система: частота дыхательных 
движений 17 в  минуту. Грудная клетка правиль-
ной формы, равномерно участвует в  акте дыха-
ния. Симптомы Штернберга и  Потенжера от-
рицательные. Голосовое дрожание не  изменено. 
Бронхофония не  изменена. Перкуторный звук 
коробочный. Подвижность легочного края по  
lin.axillaris posterior слева и справа по 6 см. Дыха-
ние жесткое, проводится равномерно во  все от-
делы, рассеянные сухие свистящие хрипы.

При объективном осмотре органов желудоч-
но-кишечного тракта, мочевыделительной, кро-
ветворной, нервной, опорно-двигательной, эн-
докринной систем отклонений от нормы выявить 
не удалось.

При первичном осмотре с  учетом наличия 
типичных изменений в  легких при рентгеноло-
гическом исследовании (диссеминированный 
процесс, наличие полостей с распадом), данных 
биопсии легкого (морфологические проявления 
деструктивно-пролиферативного полиангиита 
в сочетании с многофокусным, в виде формиру-
ющихся гранулем, полиморфноклеточным вос-
палительным инфильтратом) было высказано 
предположение о наличии у пациента гранулема-
тоза с полиангиитом (гранулематоз Вегенера).

В дальнейшем при обследовании были выяв-
лены следующие изменения: абсолютная и  от-
носительная эозинофилия крови (табл. 1), рез-
ко ускоренная СОЭ, повышение уровня СРБ 
(табл. 2). 

В таблице 3 представлен анализ мокроты па-
циента, выявивший наличие слизисто-гнойной 
мокроты, с увеличением количества лейкоцитов 
и наличием эозинофилии мокроты.

В  таблице 4 представлены результаты имму-
нологического обследования, не  выявившие от-
клонения показателей, характерных для  АНЦА-
ассоциированных васкулитов.

Общий анализ мочи, проба Реберга (клиренс 
эндогенного креатинина), анализ суточной мочи 
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ КРОВИ ОТ 15.11.2017 
TABLE 1. BLOOD COUNT TEST, 15 NOVEMBER 2017

Показатель 
Test

Результат
Result

Единицы 
измерения 

Unit

Референсный 
интервал 

Reference interval
Эритроциты
RBC 4,90 1012/л

1012/l 4,1-5,1

Гемоглобин 
HGB 143,00 г/л

g/l 132-164

Цвет. показатель 
Colour index 0,88 0,85-1,05

Лейкоциты
WBC 11,80 109/л

109/l 4,0-8,8

Эозинофилы % 
Eosinophils, % 13,90 %

% 0,0-5,0

Эозинофилы #
Eosinophils, # 1,64 109/л

109/l 0,0-0,3

Скорость оседания эритроцитов
Erythrocyte sedimentation rate (ESR) 40,00 мм/час

mm/h 1-10

ТАБЛИЦА 2. БИОХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ КРОВИ ОТ 15.11.2017
TABLE 2. BLOOD CHEMISTRY TESTS, 15 NOVEMBER 2017

Показатель 
Test

Результат
Result

Единицы 
измерения 

Unit

Референсный 
интервал 

Reference interval
Креатинин 
Creatinine 0,073 ммоль/л 

mmol/l 0,053-0,115

С-реактивный белок 
C-reactive protein 15,60 мг/л

mg/l 0,10-8,20

на  содержание общего белка: в  пределах нор-
мальных значений.

При выполнении полного комплекса ФВД 
с определением диффузионной способности лег-
ких были диагностированы как  обструктивные, 
так  и рестриктивные изменения вентиляцион-
ной способности легких, частично обратимый 
умеренный бронхоспазм: ОФВ1 49,2 % должной 
(63% должной после бронхолитика), ОФВ1/ЖЕЛ 
44,53% должной (50,8% должной после бронхо-
литика), DLco 39,9% должной.

Пациент был осмотрен ЛОР-врачом, в  со-
ответствии с  заключением которого патологии 
ЛОР-органов, в том числе в рамках основного за-
болевания, обнаружено не было.

Пациент был проконсультирован неврологом, 
по  заключению которого выявлены признаки 
сенсорной полинейропатии в рамках системного 
васкулита.

Таким образом, у мужчины пожилого возраста 
(65 лет) с факторами риска по патологии респи-
раторной системы (индекс курильщика 41,4 пач-
ка/лет, профессиональные вредности) ведущим 
в клинической картине являлся синдром одышки 

смешанного характера, неуклонно прогрессиру-
ющей с течением времени. 

С  учетом длительного анамнеза курения, на-
личия профессиональных вредностей, жалоб 
на прогрессирующую с течением времени одыш-
ку, трудноотделяемую мокроту, данных ФВД 
(показaтель ОФВ1/ЖЕЛ менее 70% должной по-
сле бронхолитика) можно было диагностировать 
ХОБЛ, GOLD II (ОФВ1 после бронхолитика 63% 
должной величины) с выраженной клинической 
симптоматикой (MMRc 2 балла, CAT 15 баллов) 
и низким (менее 1 в год) риском обострений. Од-
нако в изолированное течение ХОБЛ не уклады-
вались резко повышенные СОЭ и СРБ, эозино-
филия периферической крови и мокроты, а также 
поражение периферической нервной системы.

Дифференциальный диагноз проводился с эо-
зинофильным гранулематозом с  полиангиитом 
(ЭГПА). 

О наличии ЭГПА свидетельствовали следую-
щие данные: бронхиальная астма, подтвержден-
ная клинически, лабораторно и  инструменталь-
но, эозинофилия периферической крови более 
10%, полинейропатия, подтвержденная при объ-
ективном осмотре неврологом, наличие мигриру-
ющих легочных инфильтратов по данным рентге-
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ТАБЛИЦА 3. ОБЩИЙ АНАЛИЗ МОКРОТЫ ОТ 15.11.2017
TABLE 3. SPUTUM ANALYSIS, 15 NOVEMBER 2017

Показатель
Test

Результат
Result

Цвет 
Colour

желто-зеленый
yellow-green

Консистенция 
Consistency

вязкая
viscous

Характер 
Character

слизисто-гнойная 
mucopurulent

Запах 
Smell

не имеет
no

Деление на слои 
Division into layers

не делится
no

Эпителий плоский 
Squamous epithelium

3-5
клеток в поле зрения

per high-power field

Макрофаги альвеолярные 
Alveolar macrophages

16-20
клеток в поле зрения

per high-power field
Эпителий мерцательный 
Ciliate epithelium

не обнаружены
not found

Эпителий альвеолярный
Alveolar epithelium 

не обнаружены
not found

Эпителий цилиндрический 
Columnar epithelium

не обнаружены
not found

Лейкоциты 
Leucocytes

12-15&
клеток в поле зрения

per high-power field
Эритроциты 
Erythrocytes

не обнаружены
not found

Эозинофилы 
Eosinophils

не густо покрывают 
поле зрения 

not thick coverage
Спирали Куршмана
Curschmann’s spirals +

Кристаллы Шарко–Лейдена
Charcot–Leyden crystals

не обнаружены
not found

Кристаллы гематоидина
Hematoidin crystals

не обнаружены
not found

Кристаллы жирных кислот 
Fatty acid crystals

не обнаружены
not found

Эластические волокна 
Elastic fibers

не обнаружены
not found

Бактерии 
Bacteria +

Атипические клетки 
Atypical cells

не обнаружены
not found

нографии и КТ ОГК (таким образом, имели место 
4 критерия в соответствии с классификационны-
ми критериями АНЦА-ассоциированных васку-
литов). Также в пользу ЭГПА свидетельствовали 
данные биопсии легкого (признаки полиангиита 
с  гранулематозным воспалением), выраженная 
эозинофилия мокроты, признаки частично об-

ратимого бронхоспазма по  данным ФВД. Одна-
ко обращали на  себя внимание отрицательные 
АНЦА и отсутствие типичной для ЭГПА этапно-
сти течения заболевания (отсутствие длительного 
анамнеза бронхиальной астмы).

Сопутствующая патология была представле-
на артериальной гипертензией, протекающей 
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в рамках гипертонической болезни (в отсутствие 
данных за  ее вторичный генез), без поражения 
органов-мишеней и  без ассоциированных кли-
нических состояний. Модификация образа жиз-
ни без добавления какой-либо антигипертензив-
ной терапии позволила добиться нормотензии 
у данного пациента.

Таким образом, в ходе данной госпитализации 
у  больного был критериально верифицирован 
эозинофильный гранулематоз с  полиангиитом 
(наличие 4-х необходимых критериев), АН-
ЦА-негативный, так как антитела к  цитоплазме 
нейтрофилов обнаружены не  были, что затруд-
нило своевременную диагностику заболевания 
и повлияло на прогноз. Для АНЦА-негативного 
ЭГПА характерно более редкое поражение по-
чек, менее агрессивный характер течения [12]. 

На  момент поступления в  стационар име-
ло место тяжелое течение системного васкулита 
по  шкале Бирмингемского индекса активности 
(BVAS – Birmingham Vasculitis Activity Score) – 12 
баллов (одышка/астма  – 2 балла, инфильтраты 
в легких – 4 балла, периферическая нейропатия – 
6 баллов). Индекс повреждения (VDI – vasculitis 
damage index) составлял 1 балл (периферическая 
полинейропатия – 1 балл).

Клинический диагноз
Основной: эозинофильный гранулематоз 

с  полиангиитом (синдром Чарга–Стросс), АН-
ЦА-негативный, BVAS 12 VDI 1, c поражением 
легких (множественные очаги с  распадом), пе-
риферической нервной системы (сенсорная по-
линейропатия).

Осложнение: дыхательная недостаточность I 
степени. 

Сопутствующий: хроническая обструктивная 
болезнь легких, средней степени тяжести (GOLD 
II), выраженные клинические симптомы (MMRc 
CAT), с редкими обострениями, смешанный фе-
нотип.

Гипертоническая болезнь I стадии. Риск сер-
дечно-сосудистых осложнений 2 (умеренный).

На  основании поставленного диагноза была 
инициирована индукция ремиссии по  системе 

CYCLOPS: парентеральное введение Циклофос-
фамида 1000 мг № 6, первые 3 введения каждые 2 
недели, последующие 3 введения каждые 3 неде-
ли, парентеральное введение Метилпреднизоло-
на 1000 мг № 3 с последующим переходом на перо-
ральный прием Преднизолона 1 мг/кг (60 мг/сут.)  
с  постепенным снижением дозы. Проводилась 
профилактика возможных осложнений, ассоци-
ированных с терапией (сульфаметоксазол + три-
метоприм 480 мг/сут., Омепразол 20 мг 2 раза 
в сутки), а также была продолжена базисная те-
рапия ХОБЛ в  виде ингаляций Гликопиррония 
бромида + Индакатерола («Ультибро Бризхалер») 
50 мкг +110 мкг 1 раз в сутки.

Комбинированную пульс-терапию переносил 
удовлетворительно. На  этом фоне наблюдалось 
улучшение общего самочувствия в  виде исчез-
новения одышки, отсутствие приступов удушья, 
свистящих хрипов в  легких при аускультации, 
нормализация уровня эозинофилов перифериче-
ской крови, постепенное снижение уровней СОЭ 
и СРБ.

Заключение
Таким образом, представленный случай по-

казывает, что при всей важности иммунологиче-
ской диагностики, особенно при отрицательных 
результатах анализа крови на  АНЦА, требуется 
тщательный анализ клинических данных для вы-
явления взаимно отягощающей коморбидной 
патологии. Серьезный, во многих случаях небла-
гоприятный прогноз при ЭГПА, необходимость 
длительного лечения с использованием цитоста-
тиков, системных ГКС, а  в отдельных случаях 
ГИБТ (генно-инженерной биологической тера-
пии) заставляют рассматривать диагноз «ЭГПА» 
как основной, а коморбидную патологию как фо-
новое состояние. Благоприятным в данном слу-
чае является тот факт, что пациент АНЦА-нега-
тивен, у него отсутствует развернутое поражение 
почек, кожи, что улучшает прогноз [3].

ТАБЛИЦА 4. ИММУНОЛОГИЧЕСКОЕ ОБСЛЕДОВАНИЕ ОТ 15.11.2017
TABLE 4. IMMUNOLOGICAL TESTS, 15 NOVEMBER 2017

Показатель
Test

Результат
Result

Антитела к цитоплазме нейтрофилов (АНЦА) класса IgG
Antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA), IgG

< 1:40 (антител 
не обнаружено)

not found
Ревматоидный фактор методом агглютинации частиц латекса 
Rheumatoid factor, latex test

< 20 МЕ/мл
IU/ml

Антинуклеарный фактор на клеточной линии HEp-2 (АНФ) методом 
непрямой иммунофлюоресценции 
Anti-nuclear antibody, HEp-2, indirect immunofluorescence

< 1:160 (не обнаружено)
not found
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РОССИЙСКОЕ НАУЧНОЕ ОБЩЕСТВО 
ИММУНОЛОГОВ С ГЛУБОЧАЙШИМ 
ПОЧТЕНИЕМ И БЛАГОДАРНОСТЬЮ ОТ 
ИМЕНИ ВСЕХ ИММУНОЛОГОВ РОССИИ 
И СТРАН БЫВШЕГО СОВЕТСКОГО СОЮЗА 
ПОЗДРАВЛЯЕТ ОСНОВОПОЛОЖНИКА 
ИММУНОЛОГИИ В НАШИХ СТРАНАХ 
РЭМА ВИКТОРОВИЧА ПЕТРОВА, 
БЕССМЕННОГО ПОЧЕТНОГО ПРЕЗИДЕНТА 
РНОИ, С ЗАМЕЧАТЕЛЬНЫМ 90-ЛЕТНИМ 
ЮБИЛЕЕМ!

Рэм Викторович является одним из ведущих в мире специалистов по развитию фундаментальных 
и прикладных проблем неинфекционной иммунологии и иммуногенетики. 

Рэм Викторович – автор ряда важных и широко известных результатов по проблемам иммуногене-
тики, клеточных взаимодействий, регуляции иммунного ответа, влиянии синтетических полимерных 
соединений на функции иммунокомпетентных клеток; автор открытия эффектов взаимодействия 
центральных элементов системы кроветворения – кроветворных стволовых клеток с центральными 
клетками системы иммунитета – лимфоцитами. Изучение механизмов этого феномена привело к 
выявлению клеточных механизмов иммунной системы, регулирующих кроветворение и к открытию 
регуляторных пептидов костного мозга – миелопептидов. На основе костномозговых миелопептидов 
созданы лекарственные препараты – миелопид, бивален, серамил. Разработка влияния синтетиче-
ских полимерных соединений на функции иммунокомпетентных клеток привела к созданию первого 
в мире синтетического, биодеградируемого полифункционального адъюванта – иммуномодулятора 
и технологии конструирования с его использованием вакцин нового поколения с повышенными им-
мунизирующими свойствами.

Рэмом Викторовичем были разработаны подходы к созданию принципиально нового класса пре-
паратов для специфической иммунотерапии аллергий – аллерготропинов на основе конъюгатов син-
тетического иммуностимулирующего полиэлектролита – полиоксидония с высокоочищенными ал-
лергенами или аллергоидами, выделенными из пыльцы растений – березы (аллерготропин берпол), 
тимофеевки (тимпол), полыни (полпол). Результаты показали, что алерготропины значительно по-
вышают эффективность иммунотерапии.

По инициативе Рэма Викторовича и под его руководством была широко развернута работа по 
оценке иммунного статуса человека, слежению за динамикой его состояния у больших контингентов 
взрослого и детского населения различных регионов, по изучению влияния на него экологически не-
благоприятных факторов. Созданная методология была внедрена в практическое здравоохранение, 
была сформирована сеть региональных центров и лабораторий клинической иммунологии, накоплен 
массив данных по проблеме «Иммунный статус населения», создана иммунологическая карта страны.

Рэм Викторович уделяет большое внимание развитию в стране наноконструирования новых им-
муногенов, антител, вакцин, нанодиагностике и нанодетекции, наноконструированию новых лечеб-
ных препаратов и других актуальных стратегических проблем бионанотехнологии.

Р.В. Петров является автором 16 монографий, учебника «Иммунология», его имя хорошо известно 
во всем мире. Более 60 научных трудов, включая 8 монографий, опубликованы в США, Франции, 
Японии и других странах. Кроме того, Р.В. Петров – автор многих научно-популярных и научно-ху-
дожественных книг и статей. 
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О признании таланта ученого и научных заслуг Рэма Викторовича свидетельствуют: избрание его 
академиком РАН, членство в ряде редколлегий известных международных научных журналов и об-
ществ. Его научная деятельность была высоко оценена в Советской Союзе: он – Герой Социалистиче-
ского Труда, награжден орденом Октябрьской революции и многими другими наградами.

Его вклад в развитие иммунологической науки высоко оценивается и сегодня как в России, так и 
в мировом научном сообществе, это подтверждается такими наградами, как «Орден за заслуги перед 
Отечеством III степени», Степень HONORIS CAUSA доктора Российского государственного меди-
цинского университета, Государственная премия Российской Федерации в области науки и техноло-
гий – за работу «Конъюгированные полимер-субъединичные иммуногены и вакцины», Золотая ме-
даль Международного общества трансплантологов, Государственная премия Российской Федерации 
года в области науки и технологий и многое другое.

Рэм Викторович воспитал целую плеяду высококлассных специалистов, ставших известными уче-
ными, среди которых доктора наук, профессоры, члены-корреспонденты, академики. Рэм Викторо-
вич и его ученики являются руководителями многих проектов в сфере иммунологии. 

Все члены иммунологического сообщества высоко ценят человеческую мудрость Рэма Викторови-
ча, доброжелательность в отношениях с людьми, неиссякаемую энергию и оптимизм.

Желаем Вам, дорогой Рэм Викторович, доброго здоровья, новых научных достижений и много 
новых талантливых учеников!
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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 
специфических реактивов или  оборудова-
ния, как  правило, помещаются в  разделе 
«Материалы и методы».

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

которые имеют безусловную новизну и значимость. 
Эти статьи проходят ускоренное рецензирование 
и  публикуются в  короткие сроки. Общий объем 
краткого сообщения ограничен 8 машинописны-
ми страницами, количество рисунков и/или таблиц 
не  может быть более 3, а  список использованных 
литературных источников не должен превышать 15. 
Титульный лист оформляется, как  описано выше. 

Разделы краткого сообщения аналогичны вышео-
писанным разделам оригинальной статьи, но не вы-
деляются заголовками и подзаголовками, результа-
ты могут быть изложены вместе с обсуждением. 

Обзорные статьи и лекции
Обзорные статьи и лекции в основном заказы-

ваются редакцией или  могут быть рекомендованы 
одним из  членов редколлегии. Более подробную 
информацию о  правилах оформления этих статей 
можно узнать в редакции

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

Варюшина Е.А., Александров Г.В., Сазоно-
ва  Т.А., Симбирцев А.С. Изучение влияния мест-
ного применения рекомбинантного человече-
ского интерлейкина-1β на репарацию язвенных 
повреждений слизистой оболочки желудка // Ци-
токины и воспаление, 2012. Т. 11, № 1. С. 64-69. 
[Varyushina  Е.А., Аlexandrov G.V., Sazonova Т.А., 
Simbirtsev А.S. Study of the effect of local application 
of recombinant human interleukin-1β in the repair 
of ulcerative lesions of gastric mucosa. Tsitokiny i 
vospalenie = Cytokines and Inflammation, 2012, Vol. 11, 
no. 1, pp. 64-69. (In Russ.)]

Описание статьи из книги (монографии):
Соколова Г.Н., Потапова В.Б. Клинико-патоге-

нетические 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», 

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ
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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-
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и  подписи к  ним выносятся в  виде списка на  от-
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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-
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менты Word, не принимаются. Графики и диаграм-
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ствующими графическими элементами (столбика-
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Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

в  журнале «Медицинская иммунология» является 
бесплатной для  авторов и  учреждений, в  которых 
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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  
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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).
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«Подписи авторов»)

3) �Титульный лист (при загрузке в  систему 
ему присваивается имя «Титульный лист»), 
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либо сокращений)  (на  русском и  англий-
ском языках);

• �Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность всех авторов 
(полностью)  (на  русском и  английском 
языках);
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ми)  (в  русском и  официально принятом 
английском вариантах);
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колонтитула (не более 35 символов, вклю-
чая пробелы и знаки препинания) (на рус-
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лийском языках;

• �адрес для переписки с указанием телефона, 
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сваивается имя «Резюме»). Предоставляется  
в  виде одного абзаца без ссылок и  специ
фических сокращений. Объем – не  менее 
300 слов. Резюме в  полном объеме пред-
ставляется также в  переводе на  английский 
язык. В отдельных случаях, по решению ре-
дакционной коллегии, может быть затребо-
ван развернутый вариант резюме на англий-
ском языке.
5) Рисунки, если они есть - каждый отдель-
ным файлом (при загрузке в  систему каж-
дому рисунку  присваивается имя «Рисунок. 
Название рисунка (где название рисунка соот-
ветствует содержащемуся в  файле рисунку. 
Порядковый номер рисунка»)

6) Файл в формате .doc, .docx., rtf, с названи-
ями рисунков

7) Таблицы, если они есть - каждая отдель-
ным файлом (Название каждой таблицы 
должно быть приведено заголовком в файле 
с самой таблицей)

8) Файл с  цитируемой литературой (при за-
грузке в систему ему присваивается имя «Ли-
тература»), по  следующей форме: таблица 
из  четырех столбцов (альбомная ориента-
ция), где:

Порядковый 
номер ссылки

Авторы, назва-
ние публикации 
и источника, где 
она опублико-
вана, выходные 
данные

ФИО, название 
публикации 
и источника 
на английском

Полный ин-
тернет-адрес 
(URL) цитиру-
емой статьи

Размещаются 
в таблице 
в алфавитном 
порядке, вна-
чале русско
язычные, затем 
на языках 
с  латинской 
графикой

Указывать 
по библио-
графическому 
стандарту, пред-
ставленному 
выше

Официальное 
англоязыч-
ное название 
публикации 
и источника, 
где она опу-
бликована 
- для русско-
язычных ста-
тей. В редких 
случаях, когда 
не существует 
официальных 
англоязычных 
названий (это 
возможно 
для таких 
типов публи-
каций, как те-
зисы, книги 
и др.) - редак-
ция просит 
предоставить 
их перевод, 
используя 
красный 
цвет шрифта. 
Для англоязыч-
ных публикаций 
и источников 
в этом столбце 
ставится про-
черк

В том случае, 
если инфор-
мация о статье 
не размещена 
на офици-
альном сайте 
издания, 
допустимо 
использовать 
URL статьи 
со сторонних 
сайтов, в том 
числе системы 
www.e-library.ru 

Текст должен быть набран с  одинарным меж-
строчным интервалом; используется кегль шрифта 
в 14 пунктов; для выделения используется курсив, 
а  не подчеркивание; все ссылки на  иллюстрации, 
графики и  таблицы расположены в  соответствую-
щих местах в тексте, а не в конце документа.

Текст соответствует стилистическим и  библио-
графческим требованиям.

Если вы отправляете статью в  рецензируемый 
раздел журнала, то  вы согласны с  требованиями 
слепого рецензирования, подробнее о  котором 
можно узнать на сайте журнала (http://mimmun.ru) 
из рубрики Рецензирование, в разделе «О Журнале».
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Supplementary Figure 2. 
Phenotypic characteristics 
of unstimulated ECs of the 
EA.Hy926 cell line
Note. 1) distribution of ECs 
in a FSC/SSC histogram; 2) 
isotypic control; 3) distribution 
of ECs treated with antibodies 
to VEGFR1 (a), VEGFR2 (b), 
CD34 (c), CD105 (d), CD31 
(e), CD119 (f), CD54 (g), and 
CD45 (h).

Supplementary Figure 3. 
Phenotypic characteristics 
of ECs cultured in the 
presence of MVs produced 
by NK cells of the NK-92 
cell line
Note. 1) distribution of ECs 
in a FSC/SSC histogram; 2) 
isotypic control; 3) distribution 
of ECs treated with antibodies 
to VEGFR1 (a), VEGFR2 (b), 
CD34 (c), CD105 (d), CD31 
(e), CD119 (f), CD54 (g), and 
CD45 (h).
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