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ПОЛЯРИЗАЦИЯ МАКРОФАГОВ ПРИ САРКОИДОЗЕ
Малышева И.Е.1, Тихонович Э.Л.2, Олейник Е.К.1, Топчиева Л.В.1, 
Балан О.В.1
1 Институт биологии – обособленное подразделение ФГБУН Федерального исследовательского центра 
«Карельский научный центр Российской академии наук», г. Петрозаводск, Россия  
2 Республиканская больница имени В.А. Баранова, г. Петрозаводск, Россия

Резюме. Саркоидоз представляет собой системное воспалительное заболевание неизвестной этио
логии, характеризующееся образованием эпителиоидно-клеточных гранулем, мультисистемным по-
ражением с определенной частотой вовлечения различных органов, преимущественно легких (до 
90% наблюдений). За последнее десятилетие был достигнут значительный прогресс в понимании 
патогенеза саркоидоза, установлена важная роль иммунологических, генетических и средовых фак-
торов в развитии данной патологии. Полагают, что ведущим механизмом в патогенезе саркоидоза 
является аберрантная активация врожденного и адаптивного иммунного ответа на неустановленный 
антиген(ы), что приводит к развитию гранулематозного воспаления и образованию гранулем. Од-
нако, несмотря на огромное количество проведенных исследований, до конца не определены меха-
низмы и сигнальные пути, контролирующие развитие воспалительного процесса при образовании 
гранулемы и прогрессировании патологии. 

В представленном обзоре литературы рассматривается важная роль различных цитокинов и суб-
популяций Т-хелперов при саркоидозе. Особое внимание уделяется клеткам врожденного иммуни-
тета  – макрофагам в патогенезе данного заболевания. Указанные клетки играют ключевую роль в 
процессе формирования саркоидных гранулем и в патогенезе саркоидоза. Популяция макрофагов 
характеризуется пластичностью и функциональной гетерогенностью. В ответ на различные сигналы 
микроокружения, макрофаги способны приобретать определенные фенотипы. В обзоре рассмотре-
ны вопросы поляризации макрофагов, изменение фенотипа этих клеток до субпопуляций М1 (М1-
фенотип; классически активированные; провоспалительные) и М2 (М2-фенотип; альтернативно ак-
тивированные, противовоспалительные). Эти две популяции клеток характеризуются экспрессией 
разных маркеров на своей поверхности, которые позволяют дифференцировать эти клетки друг от 
друга. Проведен анализ данных литературы об уровнях ключевых поляризационных для макрофагов 
цитокинов и клетках-продуцентах этих цитокинов у больных саркоидозом, при остром и хрониче-
ском течении заболевания.

Отмечены важные аспекты альтернативной активации макрофагов фенотипа М2 и подразделение 
их на подтипы: М2а, М2b, М2с, М2d. Рассмотрены особенности активации различных подтипов ма-
крофагов при данном гранулематозе и их важное значение при развитии и прогрессировании пато-
логии. Изучение роли фенотипов макрофагов, понимание механизмов, посредством которых проис-
ходит активация и модуляция фенотипов этих клеток в различных условиях микроокружения, может 
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способствовать разработке и внедрению в клиническую практику новых терапевтических подходов 
для лечения саркоидоза и многих других форм патологий.

Ключевые слова: саркоидоз, воспаление, гранулема, макрофаги, фенотипы макрофагов, поляризация

MACROPHAGE POLARIZATION IN SARCOIDOSIS
Malysheva I.E.a, Tikhonovich E.L.b, Oleinik E.K.a, Topchieva L.V.a, 
Balan O.V.a
a Institute of Biology, Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Russian Federation  
b V. Baranov Republican Hospital, Petrozavodsk, Russian Federation

Abstract. Sarcoidosis is a systemic inflammatory disease of unknown etiology, characterized by the formation 
of epithelioid cell granulomas, multisystem lesions with a certain frequency of involvement of various organs, 
mainly the lungs (up to 90% of cases). Over the past decade, significant progress has been made in understanding 
the pathogenesis of sarcoidosis, the important role of immunological, genetic and environmental factors in the 
development of this pathology has been established. It is believed that the leading mechanism in the pathogenesis 
of sarcoidosis is the aberrant activation of the innate and adaptive immune response to unidentified antigen(s), 
which leads to the development of granulomatous inflammation and the formation of granulomas. However, 
despite the huge number of studies that has been carried out, the mechanisms and signaling pathways that 
control the development of the inflammatory process during the formation of granulomas and the progression 
of pathology have not been fully determined.

This literature review examines the important role of various cytokines and T  helper subpopulations in 
sarcoidosis. Particular attention is paid to the cells of innate immunity – macrophages in the pathogenesis 
of this disease. These cells play a key role in the formation of sarcoid granulomas and in the pathogenesis of 
sarcoidosis. The macrophage population is characterized by plasticity and functional heterogeneity. In response 
to various signals from the microenvironment, macrophages are able to acquire certain phenotypes. The review 
considers the issues of polarization of macrophages, changes in the phenotype of these cells to subpopulations 
M1 (M1 phenotype; classically activated; pro-inflammatory) and M2 (M2 phenotype; alternatively activated, 
anti-inflammatory). These two cell populations are characterized by the expression of different markers on 
their surface, which allow these cells to differentiate from each other. The analysis of literature data on the 
levels of key polarizing cytokines for macrophages and cells-producers of these cytokines that patients with 
sarcoidosis have, in acute and chronic course of the disease, was carried out.

 Important aspects of the alternative activation of macrophages of the M2 phenotype and their division into 
subtypes: M2a, M2b, M2c, M2d are noted. The features of various subtypes’ activation of macrophages in this 
granulomatosis and their importance in the development and progression of pathology are considered. Studying 
the role of macrophages’ phenotypes, understanding the mechanisms by which the phenotypes of these cells 
are activated and modulated in various microenvironmental conditions, can contribute to the development and 
implementation into clinical practice of new therapeutic approaches for the treatment of sarcoidosis and many 
other forms of pathologies.

Keywords: sarcoidosis, inflammation, granuloma, macrophages, macrophage phenotypes, polarization

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета 
на выполнение государственного задания Ка-
рельского научного центра Российской академии 
наук (тема № 0218-2019-0077).

Результаты исследования последних лет сви-
детельствуют о важной роли макрофагов в пато-
генезе различных многофакторных заболеваний, 
таких как онкологические заболевания, атеро-

склероз, ожирение, саркоидоз и многих других.
Саркоидоз (болезнь Бенье–Бека–Шаумана) 
представляет собой системное воспалительное 
гранулематозное заболевание, характерным при-
знаком которого является образование эпители-
оидно-клеточных гранулем [63]. Наиболее часто 
поражаются легкие (до 90% случаев). Также на-
блюдается поражение сердца, печени и других 
органов [28].



9

Поляризация макрофагов 
Macrophage polarization2021, Vol. 23,  1

2021, Т. 23, № 1

В настоящее время этиология заболевания не 
установлена. Ни одна из существующих теорий 
о природе происхождения данного заболевания 
не дала убедительного подтверждения. Полага-
ют, что образование гранулем и развитие воспа-
ления возникает у генетически восприимчивых 
людей в ответ на воздействие неустановленного 
этиологического фактора [19]. В качестве при-
чин развития саркоидоза могут выступать бак-
териальные антигены (например, присутствие 
микобактерий, пропионобактерий и др.). Среди 
факторов неинфекционной природы выделяют 
асбест, бериллий, пары металлов, а также другие 
факторы, которые рассматриваются как потен-
циальные причины развития заболевания [13, 18, 
38, 43, 71].

Развитие и прогрессирование патологиче-
ского процесса при данном заболевании со-
провождается абберантными иммунными реак-
циями со стороны иммунной системы. В очаге 
поражения происходит скопление активирован-
ных пролиферирующих Т-лимфоцитов, моно-
нуклеарных фагоцитов, которые продуцируют 
провоспалительные цитокины и костимулиру-
ющие молекулы, что приводит к развитию гра-
нулематозного воспалительного ответа [12, 39, 
51]. У больных саркоидозом, на поверхности 
Т-лимфоцитов в легких повышена экспрессия 
маркеров активации, например, таких как IL-2R 
(CD25), CD69, CD26 [33, 73]. Активация лимфо-
цитов сопровождается их поляризацией до фено-
типа Т-лимфоцитов хелперов I типа (Тh1). Акти-
вированные Т-лимфоциты продуцируют целый 
ряд провоспалительных цитокинов, среди кото-
рых IL-2, IFNγ, TNFα, IL-12, IL-18 и другие, а 
также хемотаксические факторы для моноцитов, 
что способствует миграции этих клеток из крови 
в легочную ткань [23, 47]. Мононуклеарные фа-
гоциты, в частности моноциты и образующиеся 
из них макрофаги, играют важную роль в разви-
тии и поддержании воспалительной реакции при 
саркоидозе. Эти клетки инициируют активацию 
Т-лимфоцитов, вырабатывая цитокины и хемо-
кины. На активированное состояние клеток мо-
ноцитарно-макрофагального ряда указывает их 
способность к спонтанному ex vivo освобождению 
IL-1β, TNFα, IL-6, MIP-1, MCP-1, RANTES8 [3]. 
Выделяемые активированными Т-клетками ци-
токины, в свою очередь, активируют моноциты 
и макрофаги [69]. Указанные мононуклеарные 
фагоциты вносят значимый вклад в образова-
ние саркоидных гранулем [36]. Накопление Th1-
клеток в легких характерно при саркоидозе. На-
блюдается повышенная продукция Т-клетками 
и альвеолярными макрофагами TNFα. Экспрес-
сия мРНК TNFα повышена в клетках ЖБАЛ у 
больных саркоидозом [25]. Высвобождение этого 

цитокина значительно выше при активном сар-
коидозе (синдром Лефгрена, острое течение сар-
коидоза), чем при хроническом течении заболе-
вания [76]. Данный цитокин играет важную роль 
в патогенезе саркоидоза, участвуя в развитии и 
прогрессировании воспалительного процесса, а 
также в формировании саркоидных гранулем [54, 
62]. Кроме того, Th1-клетки вырабатывают по-
вышенное количество IFNγ и IL-2, что было 
установлено при исследовании мононуклеарных 
клеток бронхоальвеолярного лаважа [48, 56]. 
Функциональная значимость продуцируемого 
Т-клетками IFNγ при саркоидозе показана в экс-
периментальной модели гиперчувствительно-
го пневмонита. Было установлено, что у мышей 
с нокаутом гена IFNγ после соответствующей 
антигенной стимуляции не наблюдалось образо-
вание гранулем при развитии гиперчувствитель-
ного пневмонита  [24]. IFNγ совместно с TNFα 
играют важную роль в процессе воспаления, а 
также в процессе формирования и поддержания 
саркоидных гранулем [54]. Спонтанно вырабаты-
ваемый Т-лимфоцитами IL-2 поддерживает раз-
витие Th1-опосредованного иммунного ответа. 
Указанный цитокин способствует пролифера-
ции Т-клеток, дифференцировке в эффекторные 
клетки [54, 61]. Развитие фенотипа Th1-клеток 
зависит от цитокинов IL-12 и IL- 18, повышен-
ная концентрация которых наблюдается в жид-
кости бронхоальвеолярного лаважа (ЖБАЛ) у 
больных саркоидозом  [14]. IL-12 индуцирует 
дифференцировку предшественников Т-клеток 
(Th0) в активные клетки Th1 [76]. IL-18 уси-
ливает действие IL-12 на развитие Th1-клеток. 
Повышенный уровень IL-18 вырабатывается в 
клетках ЖБАЛ при активном саркоидозе. Коли-
чество CD4+Т-лимфоцитов, экспрессирующих 
альфа-цепь рецептора IL-18 (IL-18ra) в ЖБАЛ 
и в периферической крови повышена у боль-
ных саркоидозом [31]. Данные цитокины (IL- 12 
и IL-18) стимулируют выработку IFNγ, а также 
TNFα, IL-1β, IL-2 цитокинов Т-лимфоцитами 
и NK-клетками  [9, 61]. У  больных с признака-
ми активного течения заболевания наблюдается 
повышение в крови уровня IL- 12, а при хрони-
зации воспалительного процесса увеличивается 
концентрация IFNγ  [7]. У больных саркоидозом 
в клетках ЖБАЛ и лейкоцитах периферической 
крови значительно повышена экспрессия мРНК 
IL-13. Данный цитокин, продуцируемый Th2-
клетками, подавляет выработку TNFα моноци-
тами крови, оказывая противовоспалительное 
действие [25]. IL-13 способствует поляризации 
макрофагов до М2-фенотипа [40]. Авторами ис-
следования не выявлено различий в уровне экс-
прессии мРНК IL-4 и IL-10, по сравнению с 
контролем (здоровые люди)  [25]. В то же время 
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в сыворотке крови больных регистрируется по-
вышенный уровень IL-4 и IL-13 [10]. Продукция 
IL-4 влияет на развитие ответа клона клеток с фе-
нотипом Th2 [26]. У больных с саркоидозом лег-
ких, при остром развитии заболевания в ЖБАЛ 
повышено количество клеток, экспрессирующих 
мРНК IL-2, IL-12, IL-10, IFNγ, по сравнению с 
неактивным саркоидозом. Кроме того, не выяв-
лено значимых различий в процентном содержа-
нии мРНК-положительных клеток IL-3, IL-4 и 
IL-5 у больных с активным и неактивным сарко-
идозом [46].

Важную роль в патогенезе саркоидоза играет  
недавно идентифицированная популяция CD4+ 
эффекторных Т-клеток Th17 [21]. Данная суб-
популяция лимфоцитов характеризуется вы-
раженной провоспалительной активностью и 
ассоциирована с развитием ряда аутоиммунных 
и воспалительных заболеваний, таких как си-
стемная красная волчанка, воспалительные за-
болевания кишечника, и других патологий [17, 
32, 35, 68]. Клетки Th17 и продуцируемые ими 
провоспалительные цитокины, в частности 
IFNγ, IL-17 (IL-17A), могут содействовать раз-
витию и поддержанию воспалительного процес-
са [15]. Лимфоциты Th17 характеризуются пла-
стичностью и способны дифференцироваться в 
Тh1-клетки, продуцируя IFNγ [16]. Кроме того, 
лимфоциты Th17 экспрессируют транскрипци-
онный фактор, известный как орфанный рецеп-
тор, связанный с ретиноевой кислотой (ROR)γt 
и высвобождают ряд цитокинов, таких как фак-
тор TNFα, IL-6  [45]. У больных саркоидозом, в 
жидкости бронхоальвеолярного лаважа, а также 
в периферической крови, повышено количество 
клеток Th17 [72]. При синдроме Лефгена отме-
чено снижение экспрессии мРНК IL-17 в лей-
коцитах периферической крови [1, 22]. Недав-
ние исследования показали участие Т-хелперов 
17 в процессе формирования гранулем [16, 40]. 
Клетки Th17 участвуют в развитии альвеолита с 
последующим образованием гранулем, а также 
в процессе фиброзирования. Лимфоциты Th17 
были обнаружены в гранулемах у больных как с 
активным, так и с хроническим течением сарко-
идоза [21]. На основе проведенных исследова-
ний высказано предположение (Moller и соавт.) о 
ключевой роли IFNγ, Th1- и Th17-клеток в им-
мунопатогенезе саркоидоза [1]. Кроме того, при 
саркоидозе наблюдается дисбаланс Th17 и регу-
ляторных Т-клеток (Tregs) [50]. Уменьшение ко-
личества Treg-клеток и увеличение Th17-клеток 
регистрируется в периферической крови и ЖБАЛ 
пациентов с саркоидозом [27, 52]. Treg-клетки в 
месте локализации воспалительного процесса 
секретируют цитокины, включая IL-4, который 
поддерживает образование гранулемы за счет 

пролиферации фибробластов и активации туч-
ных клеток [60]. 

У больных саркоидозом повышение количе-
ства Т-лимфоцитов с фенотипом CD4+ отмечено 
в легких, лимфатических узлах, конъюнктиве и 
других тканях [11]. При саркоидозе наблюда-
ется снижение Т-клеток (лимфопения) в пери-
ферической крови [30]. В то время как в ЖБАЛ 
у больных саркоидозом легких регистрируется 
повышенное содержание CD3+CD4+Т-клеток 
с повышенным соотношением CD4+/CD8+Т-
лимфоцитов [29, 30]. Вовлеченные CD4+Т-
клетки выделяют цитокины, стимулирующие 
скопление макрофагов, которые организуются 
с образованием гранулем  [5, 76]. Саркоидная 
гранулема представляет собой компактное ско-
пление макрофагов, а также производных этих 
клеток – гигантских многоядерных клеток, эпи-
телиоидных клеток, окруженных лимфоцита-
ми [39, 49, 64]. Следует отметить, что механизмы 
формирования саркоидной гранулемы достаточ-
но сложны и в настоящее время остаются плохо 
изученными. В формировании гранулемы и раз-
витии гранулематозного воспаления важная роль 
принадлежит макрофагам, которые образуют 
ядро гранулемы [67]. Макрофаги, вследствие вы-
сокого морфологического сходства, до недавнего 
времени рассматривались как единая клеточная 
популяция [53]. Однако было установлено, что 
популяция макрофагов неоднородна. Эти клетки 
характеризуются пластичностью и функциональ-
ной поляризацией в субпопуляции с фенотипом 
M1 (классически активированные, провоспали-
тельные) и M2 (альтернативно активированные 
или противовоспалительные) [74, 75]. Эти две 
популяции клеток характеризуются экспрессией 
разных маркеров на своей поверхности, которые 
позволяют дифференцировать эти клетки друг 
от друга [5]. Активация макрофагов фенотипа 
М1 наблюдается в присутствии IFNγ, TNFα, ми-
кробных продуктов (например, липополисахара 
(LPS)) и сопровождается продукцией провос-
палительных цитокинов, таких как IL-12, IL-18, 
TNFα и хемокинов [8, 41, 44]. При взаимодей-
ствии указанных цитокинов с NK-клетками уве-
личивается продукция этими клетками IFNγ, а 
провоспалительные цитокины IL-12 и IL-18 обе-
спечивают аутокринную стимуляцию продукции 
макрофагами IFNγ [4]. Макрофаги фенотипа М1 
обладают цитотоксическими свойствами. Ос-
новными функциям этих клеток является также 
уничтожение патогенных микроорганизмов, ин-
дукция воспалительных реакций, посредством 
выработки различных провоспалительных цито-
кинов, хемокинов и других факторов. Этот фе-
нотип характеризуется высокой способностью 
презентировать антигены и продуцировать IL-12 
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(стимулирующий ответы Th1) и IL-23 (ускорен-
ное созревание и выживание Т-клеток, продуци-
рующих IL-17), а также реактивные формы кисло-
рода, оксид азота [74]. Альтернативная активация 
макрофагов (фенотип М2) может быть индуци-
рована IL-13, IL-4, IL-10, глюкокортикоидными 
гормонами, иммунными комплексами  [70, 75]. 
Для М2-макрофагов характерна высокая фа-
гоцитарная активность. Этим клеткам принад-
лежит иммунорегуляторная функция, они уча-
ствуют в Th2-иммунных реакциях, стимулируют 
процессы пролиферации и ангиогенеза [75]. Этот 
фенотип макрофагов характеризуется выработ-
кой повышенного количества IL-10, сниженной 
продукцией IL-12 и IL-23, а также экспрессией 
неопсонических рецепторов (рецепторы макро-
фагов, участвующие в фагоцитозе), к которым 
относятся лектины, рецепторы β-глюкана (дек-
тин-1), семейство паттерн-распознающих рецеп-
торов (pattern recognition receptors, PRR) и дру-
гие [6, 74]. Как было отмечено ранее, саркоидоз 
является заболеванием с Th1-опосредованным 
иммунным ответом [24]. Активированные макро-
фаги М1, экспрессирующие молекулы HLA клас-
са II, способствуют активации Т-лимфоцитов 
хелперов I типа, что приводит к развитию ин-
терферон-опосредованного провоспалительно-
го гранулематозного ответа [40]. Клиническим 
доказательством того, что саркоидоз является 
патологией с Th1-опосредованным иммунным 
ответом, является развитие у больных, напри-
мер с такой патологией как гепатит, саркоидных 
реакций и саркоидоза на фоне лечения INFa [2, 
59]. Кроме того, исследования танскриптома у 
больных саркоидозом подтверждают ключевую 
роль Th1-иммунного ответа в патогенезе данного 
заболевания [49, 65]. В то же время установлено, 
что макрофаги саркоидной ткани экспрессиру-
ют маркеры, такие как CD163 (transmembrane 
scavenger receptor, Cluster of Differentiation 163) и 
MMP-12 (matrix metallopeptidase 12), указываю-
щие на наличие альтернативно активированного, 
иммуносупрессивного M2-фенотипа. Действи-
тельно, слияние макрофагов с образованием мно-
гоядерных гигантских клеток, гистологический 
признак гранулем саркоидоза, опосредуется, по 
крайней мере частично, макрофагами М2 [40]. 
Cдвиг поляризации макрофагов в направлении 
от М1- к М2-фенотипу и снижение активации 
Т-лимфоцитов наблюдаются после образования 
саркоидной гранулемы [47]. Так, в исследовании 
Prasse и соавт. показано повышение экспрессии 
хемокина CCL18 (Chemokine (C-C motif) ligand 
18) в клетках альвеолярных макрофагов при сар-
коидозе легких. Автором высказано предположе-
ние о том, что повышение уровня этого хемокина 
может привлекать Т-клетки в легкие на ранних 

стадиях заболевания и проявлять профиброти-
ческую роль при более поздних стадиях развития 
патологии [57]. В исследовании Shamaei и соавт. 
показано, что поляризация макрофагов до фено-
типа М2 более характерна при саркоидозе, чем 
при туберкулезе. Кроме того, после образования 
гранулемы наблюдается увеличение экспрессии 
цитокинов IL-4 и IL-10, которые, в свою очередь, 
могут индуцировать экспрессию хемокина CCL18 
в клетках гранулемы [67]. Известно, что хемокин 
CCL18 действует как хемоаттрактант Т-клеток и 
может также индуцировать выработку коллагена 
в фибробластах [66]. В работе Prokop и соавт. по-
казано, что у больных нейромышечным саркои-
дозом в клетках мышечной ткани наблюдается 
активация CCL18 и развитие фиброза. При этом 
макрофаги в саркоидных гранулемах скелетных 
мышц демонстрируют фенотип альтернативной 
активации (М2) на основании экспрессии на 
поверхности клеток таких маркеров, как CD301 
(human glycoreceptor C-type lectin domain 10, 
member A (CLEC10A)), CD206 (mannose receptor 
C-type 1 (MRC1)), аргиназы-1 [58].

Поляризация фенотипа макрофагов в направ-
лении от М1 к М2 не является окончательным 
процессом. В зависимости от стадии воспали-
тельной реакции, от условий микроокружения, 
может изменяться профиль экспрессии молеку-
лярных маркеров на поверхности макрофагов. 
Дифференцированная экспрессия генов позво-
ляет макрофагам переключаться с одной попу-
ляции на другую, в ответ на изменения в микро-
окружении. Хемокины привлекают макрофаги, 
которые взаимодействуют с другими клетками, в 
частности с Т-клетками. Секретируемые клетка-
ми микроокружения цитокины и другие сигналь-
ные молекулы могут способствовать трансфор-
мации макрофагов от М1- к М2-фенотипу [75]. 
Кроме того, показано, что макрофаги фенотипа 
М2, в зависимости от функционального состо-
яния и индукторов альтернативной активации, 
могут быть дополнительно подразделены на суб-
популяции M2а, М2b, М2с и М2d. Макрофаги 
М2a и М2b выполняют иммунные регуляторные 
функции, а также стимулируют Th2-имунный от-
вет. Субпопуляция макрофагов М2а может быть 
индуцирована в ответ на IL-4 и IL-13. Данная 
субпопуляция клеток характеризуется высоким 
уровнем экспрессии CD206, секрецией профи-
бротических факторов, таких как: фибронектин, 
трансформирующий фактор роста β (TGF-β) и 
других [20]. Макрофаги М2b могут быть инду-
цированы при одновременной стимуляции Toll-
подобных рецепторов (TLRs) и иммунных ком-
плексов, а также кортикостероидами, IL-10 или 
TGF-β [44, 53, 70]. Преобладающая роль макро-
фагов М2с заключается в стимулировании ре-
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моделирования тканей и подавлении иммунных 
реакций. Макрофаги M2c индуцируются в ответ 
на противовоспалительные факторы, например 
IL-10, а также активируются глюкокортикоида-
ми. Вместе с макрофагами M2b, макрофаги М2с 
называют «регуляторными макрофагами» [20, 37, 
43, 44]. Субпопуляция макрофагов М2d, так на-
зываемые опухоль-ассоциированные макрофаги 
(tumor associated macrophages, ТАМ), индуциру-
ются при костимуляции с агонистами рецептора 
А2А TLR и аденозина. Эти макрофаги характери-
зуется высоким уровнем секреции IL-10 и фак-
тора роста эндотелия сосудов (VEGF–Vascular 
Endothelial Growth Factor), а также низким уров-
нем IL-12 и TNF. Экспрессия маннозного рецеп-
тора, наблюдаемая в других подтипах макрофагов 
M2, не обнаружена в макрофагах M2d [20, 37]. 
В настоящее время активно обсуждаются вопро-
сы о факторах, ответственных за хоминг макро-
фагов, механизмах преобразования TAMs M1 в 
M2, а также возможных способах активного воз-
действия на функции M2 TAMs [42]. Так, напри-
мер, субпопуляции макрофагов M2a и M2c были 
гистологически определены в области развития 
миофиброза при нервно-мышечном саркоидозе. 
Значение фенотипа M2a-макрофагов при актив-
ном саркоидозе, который развивается по типу 
Th1-опосредованного воспалительного иммун-
ного ответа, неясна. В исследовании Patterson 
и соавт. предполагают, что фенотип M2c, инду-
цированный IL-10, может участвовать в ремо-
делировании и фиброзе тканей, поскольку дан-

ные макрофаги экспрессируют высокие уровни 
хемокина CCL18, индуцирующего экспрессию 
коллагена в фибробластах легких [55]. Авторами 
отмечено, что у больных с фиброзными заболева-
ниями легких, включая саркоидоз легких, реги-
стрируется высокий уровень CCL18. 

Таким образом, поляризация макрофагов 
играет решающую роль при хронических воспа-
лительных заболеваниях. В развитие гранулема-
тозного воспалительного ответа при саркоидозе 
и в патогенез данного заболевания вовлечены 
как М1-, так и М2-фенотипы макрофагов. Под-
держание баланса между различными регуля-
торными, воспалительными стимулами и по-
ляризацией макрофагов играет важную роль 
для спонтанного разрешения заболевания, либо 
дальнейшего прогрессирования патологического 
процесса, при котором саркоидные гранулемы 
претерпевают фиброзные изменения, что в ко-
нечном итоге может приводить к развитию дыха-
тельной недостаточности [34, 67]. Исследование 
пластичности макрофагов, понимание механиз-
мов, посредством которых происходит активация 
этих клеток, может способствовать разработке и 
внедрению в клиническую практику новых те-
рапевтических подходов для лечения различных 
патологий, в том числе саркоидоза.
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МЕЖГРУППОВОЙ АВ0-КОНФЛИКТ МАТЕРИ И ПЛОДА: 
РОЛЬ АНТИГЛИКАНОВЫХ АЛЛО-АНТИТЕЛ В РАЗВИТИИ 
ГЕМОЛИТИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНИ НОВОРОЖДЕННЫХ
Обухова П.С.1, 2, Качанов А.В.3, Позднякова Н.А.3, Зиганшина М.М.1
1 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 
имени академика В.И. Кулакова» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. Несовместимость матери и плода по резус-фактору, группе крови или другим факторам 
крови может приводить к гемолитической болезни плода и новорожденного (ГБН). ГБН – это кли-
ническое болезненное состояние плода и новорожденного в результате гемолиза, когда материнские 
алло-антитела IgG класса проходят через плаценту и разрушают эритроциты плода и новорожденно-
го. Оно возникает у плода внутриутробно и может резко усилиться сразу после рождения. В результате 
развивается гипербилирубинемия и анемия, что, в отсутствии должной терапии, может привести к 
выкидышу, серьезным осложнениям или смерти новорожденного. Спектр гемолитических болезней 
новорожденных в настоящее время сильно изменился по сравнению с прошлыми десятилетиями. 
Полвека назад ГБН рассматривали как почти полный синоним RhD аллоиммунизации, и это была 
частая проблема новорожденных. На сегодняшний день, благодаря высокой эффективности про-
филактики резус-конфликта, межгрупповые иммунологические конфликты по системе групп кро-
ви АВ0 стали наиболее распространенной причиной ГБН. Данный литературный обзор посвящен 
одной из главных причин желтухи и анемии новорожденных в настоящее время – ГБН в результате 
АВ0-конфликта (AB0-ГБН). В статье рассмотрены главные участники несовместимости групп крови 
матери и ребенка по системе АВ0, а именно А- и В-гликаны, а также соответствующие антигликано-
вые алло-антитела. Пристальное внимание уделено особенностям структуры гликановых алло-анти-
генов системы АВ0 на эритроцитах плода и взрослого человека. Рассмотрена возможная взаимосвязь 
частоты и тяжести развития ГБН с группой крови матери и ребенка, а также с величиной титра ма-
теринских алло-антител, проведена оценка влияния подклассов иммуноглобулинов G на развитие 
AB0-ГБН. В большинстве случаев признаки АВ0-ГБН появляются, когда мать имеет первую (0) груп-
пу крови, а плод  – вторую группу (подгруппу A1) или третью группу (В). Бывают и другие редкие 
комбинации АВ0-конфликтов. В таких случаях развиваются преимущественно тяжелые формы ГБН. 
В целом, этиология АВ0-ГБН сложная и на тяжесть развития ГБН влияет много факторов. Авторами 
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проведен анализ статистических данных, а также распространенности АВ0-конфликта и АВ0-ГБН в 
различных районах мира. Кроме того, обсуждаются современные подходы к диагностике АВ0-ГБН. 
В настоящее время остается актуальной проблема возникновения и разработка путей преодоления 
АВ0-ГБН.

Ключевые слова: гемолитическая болезнь плода, гемолитическая болезнь новорожденного, система АВ0, группа крови, 
межгрупповой АВ0-конфликт, гликаны, антигликановые алло-антитела

AB0-INCOMPATIBILITY OF MOTHER AND FETUS: THE ROLE 
OF ANTI-GLYCAN ALLOANTIBODIES IN THE HEMOLYTIC 
DISEASE OF NEWBORNS
Obukhova P.S.a, b, Kachanov A.V.c, Pozdnyakova N.A.c,  
Ziganshina M.M.a
a V. Kulakov National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology, Moscow, Russian 
Federation  
b M. Shemyakin and Yu. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 
Russian Federation  
c First Moscow State I. Sechenov Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. The mother and fetus incompatibility due to Rh-factor, blood group or other blood factors can 
lead to hemolytic disease of the fetus and newborn (HDN). HDN is a clinical disease condition of the fetus 
and newborn as a result of hemolysis, when maternal IgG alloantibodies cross the placenta and destroy the 
red blood cells of the fetus and newborn. The child disease begins in utero and can dramatically increase 
immediately after birth. As a result, hyperbilirubinemia and anemia develop, that can lead to abortions, serious 
complications, or death of the neonates in the absence of proper therapy. The range of HDN has changed 
significantly now compared to previous decades. Half a century ago, HDN was considered an almost complete 
synonym of RhD-alloimmunization, and this was a frequent problem for newborns. By now due to the high 
effective of Rh-conflict prevention, immunological AB0-conflicts have become the most common cause of 
HDN. 

The review aimes to one of the main causes of jaundice and anemia in neonates at present, i.e. HDN 
due to immunological AB0-conflict of mother and newborn (AB0-HDN). The main participants of the 
AВ0- incompatibility mother and child are considered, namely A- and B-glycans, as well as the corresponding 
anti-glycan alloantibodies. Close attention is paid to the structure features of glycan alloantigens on the red 
blood cells of the fetus and adult. The possible correlation of the frequency and severity of HDN with the 
blood group of mother and child, as well as with the titer of maternal alloantibodies, has been considered. 
The influence of immunoglobulin G subclasses on the AB0-HDN development has been evaluated. In most 
cases, AB0-HDN appear when the mother has the blood group 0, and the fetus has the group A (subgroup 
A1) or the group B. Other rare incidences of AB0-incompatibility with severe course are occurred. As a whole 
the etiology of AB0-HDN is complex and the HDN severity is influenced by many factors. The authors have 
analyzed statistical data, as well as the prevalence of AB0-incompatibility and AB0-HDN in various regions of 
the world. Current approaches to the diagnosis of AB0-HDN are discussed in addition. By now the problems 
of AB0- HDN occurrence and developing of ways to overcome this disease remain relevant.

Keywords: hemolytic disease of fetus, hemolytic disease newborn, AB0 system, blood group, AB0-incompatibility, glycans, anti-glycan 
alloantibodies

Введение
Несовместимость крови матери и плода по 

резус-фактору, другой группе крови или иным 
факторам крови может приводить к гемолити-

ческой болезни плода и новорожденного, ГБН 
(лат. morbus haemolyticus neonatorum; греч. haima 
кровь + lysis разрушение, растворение; сино-
нимы: icterus neonatorum gravis, erythroblastosis 
fetalis, эритробластоз плода и новорожденного). 
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ГБН – это клиническое болезненное состояние 
плода и новорожденного в результате гемолиза, 
когда материнские алло-антитела IgG класса 
проходят через плаценту и разрушают эритроци-
ты плода или новорожденного. Оно возникает у 
плода и может резко усилиться сразу после рож-
дения. В результате, развивается гипербилиру-
бинемия и анемия, что, в отсутствие должной 
терапии, может привести к выкидышу [55], се-
рьезным осложнениям или смерти новорожден-
ного [38, 70, 82]. 

Первое описание гемолитической болезни 
плода и новорожденного сделала акушерка Луи-
за Буржуа в 1609 году. Она наблюдала младенца 
с водянкой и желтухой, который вскоре после 
рождения умер [1, 8, 24]. И только в 1932 году 
L.K. Diamond предположил, что анемия, желтуха 
и отек являются следствием одного заболевания, 
связанного с разрушением эритроцитов плода, 
и назвал его «эритробластозом» [31]. В 1941 году 
P. Levine и соавт. впервые определили, что в па-
тогенезе аллоиммунизации и последующего раз-
вития ГБН играют роль различия крови матери и 
ребенка [1, 71]. ГБН вследствие несовместимости 
по системе АВ0 (АВ0-ГБН) впервые была отме-
чена Альбрехтом (Halbrecht) в 1944 году [51].

Спектр гемолитических болезней новорож-
денных в настоящее время сильно изменился по 
сравнению с прошлыми десятилетиями. Полве-
ка назад ГБН рассматривали как почти полный 
синоним RhD-аллоиммунизации, и это была 
частая проблема новорожденных [82]. Больные 
новорожденные были очень слабые, и им требо-
валось делать несколько обменных трансфузий, 
наблюдалась значительная неонатальная смерт-
ность. Однако в 1970-х годах рутинная после-
родовая профилактика заболевания введением 
анти-D-иммуноглобулина RhD-отрицательным 
женщинам резко сократила резус-конфликт и 
развитие соответствующей формы ГБН [82, 89]. 
На сегодняшний день АВ0-ГБН стала наиболее 
встречаемой формой межгруппового иммуно-
логического конфликта матери и ребенка. В не-
которых регионах России частота встречаемости 
конфликта по АВ0-системе у детей с ГБН до-
стоверно выше (89,6%), чем по резус-конфликту 
(10,4%) [5]. Обычно АВ0-конфликт дает менее 
тяжелые осложнения, но они могут развиться 
уже при первой беременности, в отличие от тяже-
лых форм Rh-ГБН, которые возникают исклю-
чительно при второй и последующих беременно-
стях [8, 30]. В случае АВ0-ГБН мать, как правило,  
имеет первую (0) группу крови, а плод  – чаще 
вторую группу (подгруппу A1), реже третью груп-
пу (В) [5, 10, 30]. Очень редко, но бывает, что у 

ребенка с группой крови В, рожденного от мате-
ри с группой крови А2, развивается ГБН [18, 30]. 
Встречаются и другие редкие комбинации АВ0-
несовместимости матери и плода, в результате 
которых у детей развиваются тяжелые формы 
ГБН [34, 53].

АВ0-гликаны: структура, биосинтез и плотность 
распределения алло-антигенов системы АВ0 на 
эритроцитах плода и взрослых

Еще в начале 20 века врач, иммунолог и но-
белевский лауреат Карл Ландштайнер описал 
три из четырех групп системы АВ0 [68, 69]. В се-
редине 20 века было установлено, что группо-
специфические антигены этой системы имеют 
углеводную природу. Минимальными детерми-
нантами принято считать следующие трисахари-
ды: GalNAcα1-3(Fucα1-2)Galβ- (А-трисахарид) 
и Galα1-3(Fucα1-2)Galβ- (В-трисахарид) [81]. 
Углеводные цепи (гликаны) с терминальными 
антигенами А и В синтезируются из H-антигена-
предшественника (Fucα1-2Galβ-) с помощью 
гликозилтрансфераз (рис. 1). Эти ферменты, α-3-
галактозилтрансфераза и α-3-N-ацетилгалак
тозилтрансфераза, соответственно, переносят 
остаток Galα или остаток GalNAcα на остаток 
Galβ Н-антигена, образуя связь α1-3  [109]. Но-
сители группы крови А имеют на клетках и 
тканях А-гликаны, носители группы крови В 
имеют В-гликаны, носители группы крови АВ 
синтезируют оба гликана А и В, т.к. А и В ал-
лели являются кодоминантными, в то время 
как индивидуумы группы 0 не имеют ни А-, ни 
В-гликанов, поэтому полностью «открываются» 
H-антигены. Генетические исследования групп 
крови АВ0 показали, что ген 0, скорее всего, про-
изошел от гена А в результате мутаций, вслед-
ствие чего перестала экспрессироваться активная 
А-гликозилтрансфераза. Впоследствии группа 
крови 0 распространилась шире, чем группы кро-
ви А, В и АВ [30, 92]. 

Для антигенов В и особенно А характерен 
структурный полиморфизм, а именно трисаха-
ридные детерминанты представлены на разных 
углеводных корах. Различают пять основных 
типов природных углеводных коров [33, 79]. 
Большинство углеводных цепей гликопроте-
инов и гликолипидов мембраны эритроцитов 
относится к структурам (корам) типа 2 (-Galβ1-
4GlcNAcβ-) [41], а также к структурам типа 3 на 
гликолипидах (-Galβ1-3GalNAcα-) [101]. Около 
1,5-2 млн антигенных детерминант системы АВ0 
располагается на мембране каждого эритроцита у 
взрослого человека как в составе гликолипидов, 
так и гликопротеинов [29]. В случае группы кро-
ви А такое же распределение антигенных детер-



20

Obukhova P.S. et al.
Обухова П.С. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

минант характерно для эритроцитов основной 
подгруппы А1, в то время как для менее распро-
страненной подгруппы А2 плотность антигенов в 
~ 4-10 раз меньше [36, 98, 110].

Кроме структурного полиморфизма АВ0-
антигенов, существует и серологический, т.е. 
наличие разных фенотипов (подгрупп) в си-
стеме АВ0, которые выявляются в результате 
проведения серологических реакций (реакций 
между антигенами и сывороточными антитела-
ми in  vitro). При определении антигенов систе-
мы АВ0 стандартными сыворотками существуют 
трудности, связанные с модификациями данных 
детерминант на мембране эритроцитов. В целом, 
сохраняется деление на основные четыре группы 
крови (0, А, В и АВ), но, кроме того, выделяют 
подгруппы внутри этих групп. Подгруппы не-
обходимо определять для правильной оценки 
степени тяжести ГБН. В частности, у здоровых 
людей отмечается выраженная гетерогенность 
антигена А, в отличие от антигена В. Соответ-

ственно, антиген А имеет выраженный серологи-
ческий полиморфизм (cерологические варианты: 
А1 – 88% встречаемости, А2 – около 12%, А3, Аx, 
Аm  – каждая по 0,001%, Ael и др.  – крайне ред-
кие), а антиген В более однороден: В – наиболее 
частый фенотип, варианты В3, Вx, Bm и Bel – «сла-
бые» и очень редкие фенотипы [49, 113]. «Сла-
бые» подгруппы классифицируют на основании 
следующих критериев: (1) степень агглютинации 
эритроцитов данного донора; (2) наличие или 
отсутствие алло-антител в крови и (3) наличие 
или отсутствие иммунодоминантного антигена 
в слюне. Молекулярно-генетические анализы 
показали, что «слабые» фенотипы формируются 
в результате точечных мутаций в генах А или В. 
При этом замечена генетическая гетерогенность 
у индивидуумов в одних и тех же подгруппах. 
С  помощью кинетических анализов было по-
казано, что активность А-гликозилтрансфераз 
слабых подгрупп всегда снижена по сравнению 
с А-гликозилтрансферазами основных подгрупп 

Рисунок 1. Строение группоспецифических антигенов системы АВ0 
Примечание. Структуры группоспецифических антигенов системы АВ0 представлены слева, структура антигена-
предшественника Н представлена справа [44, 109]. Черными стрелками указаны сайты отличия А- и В-антигенов. R – коровая 
часть олигосахаридных цепей. 
Figure 1. Structures of the AB0 system group-specific antigens 
Note. The structures of the AB0 system group-specific antigens are shown on the left, the structure of the precursor antigen H is shown on the 
right [44, 109]. The black arrows indicate the different sites of A- and B-antigens. R is the core part of oligosaccharide chains.
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А1 и А2 [26, 116]. Сложность системы АВ0 увели-
чивают промежуточные фенотипы: В(А) [30, 113, 
117], цис-АВ, встречающийся чаще в восточноа-
зиатском регионе, чем в остальном мире [27, 30, 
114], и А(В) [30]. В этих случаях в результате мута-
ций (от одной до трех) гена А или В экспрессиру-
ются гликозилтрансферазы с промежуточными 
(между «классическими» гликозилтрансфераза-
ми А и В) свойствами, которые способны пере-
носить как GalNAcα, так и Galα на Н-антиген-
предшественник [27, 30, 114, 115]. 

Основные серологические подгруппы 
А-антигена известны как А1 и А2. Установлено, 
что различия между этими фенотипами явля-
ются качественными и количественными [30]. 
Качественные различия обусловлены особен-
ностями в структуре гликанов. А1-эритроциты 
несут некоторое количество углеводных цепей 
A тип 4 (рис. 2), а на А2-эритроцитах их нет со-
всем [101]. Для А1-эритроцитов характерны по-
вторяющиеся структуры А-антигена типа 3, ко-
торые могут располагаться на удлиненных и/или 
разветвленных углеводных цепях гликолипидов; 
на А2-эритроцитах такие структуры обнаружи-
ваются в следовых количествах и характерны 
цепи А тип 2 (рис. 2) [28]. Количественные раз-
личия связаны с пониженным содержанием 
антигенных детерминант на А2-эритроцитах по 
сравнению с А1-эритроцитами, из-за того, что 
А-гликозилтрансфераза в 3-5 раз менее активна в 
А2-эритроцитах, чем в А1 [26, 98, 110]. Из-за этих 
различий, для фенотипов A1 и A2 наблюдаются 
разные серологические свойства. Эритроциты 
фенотипа A1 активнее агглютинируются анти-
телами и более иммуногенны, чем А2. Поэтому 

подтип A1 называют сильным, а подтип A2 – сла-
бым [20, 30]. Плод с фенотипом А1, но не А2, чаще 
подвержен иммунологическому конфликту с ма-
терью, имеющей группу крови 0 или В, и риску 
развития АВ0-ГБН.

Важно, что детерминанты А- и В-антигенов 
на эритроцитах взрослого человека представ-
лены на разветвленных бивалентных формах 
цепей типа 2 (рис. 3) и они обладают сильной 
антигенностью, т.е. способностью активно свя-
зывать алло-антитела [39]. На эритроцитах эм-
брионов А- и В-антигены представлены на 
неразветвленных формах цепей (рис. 3, i-антиген-
предшественник), они менее антигенны [90]; не-
разветвленные цепи обнаруживаются после 8-10 
недели внутриутробного развития [49], по другим 
данным – с 5-6 недели беременности [11]. Био-
синтез I-цепей начинается гораздо позже, в пер-
вые годы жизни ребенка [39]. А/В антигенные 
детерминанты, находящиеся на неразветвленных 
(линейных) i-цепях плохо узнаются соответству-
ющими антителами, чем такие же гликаны на 
разветвленном I-варианте [50, 61, 98]. Из-за этого 
тяжелая форма ГБН в результате АВ0-конфликта 
является редкостью, 1 случай на 3000 родов, не-
смотря на наличие алло-антител системы АВ0 
IgG класса в крови большинства женщин с груп-
пой крови 0 [1]. У младенцев с ГБН, требующей 
терапии, плотность антигенов А и В более вы-
сокая, по сравнению с детьми, у которых слабо 
выраженная форма ГБН [22, 30, 61]. Кроме того, 
у новорожденных часто наблюдается антиген-
ная незрелость эритроцитов, т.е. недостаточная 
экспрессия группоспецифических антигенов [2, 
30, 98]. Популяции эритроцитов с антигенной 

Рисунок 2. Качественные различия гликанов на А1- и А2-эритроцитах
Примечание. R – фрагмент гликопротеина или гликолипида, Сer – церамид, Fuc – L-фукоза, Gal – D-галактоза, Glc – D-глюкоза, 
GalNAc – D-N-ацетилгалактозамин, GlcNAc – D-N-ацетилглюкозамин.
Figure 2. Qualitative differences of the glycans on A1- and A2-erythrocytes
Note. R, glycoprotein or glycolipid fragment; Сer, ceramide; Fuc, L-fucose; Gal, D-galactose; Glc, D-glucose; GalNAc, D-N-acetylgalactosamine; 
GlcNAc – D-N-acetylglucosamine.
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незрелостью преобладают у детей, родившихся 
недоношенными или с задержкой внутриутроб-
ного развития [2]. Уменьшение выраженности 
симптомов ГБН может происходить и из-за цир-
кулируляции А- и В-антигенов в свободном виде 
в крови плода, которые нейтрализуют материн-
ские антитела IgG класса [15, 30, 98]. Риск ос-
ложнений в результате АВ0-ГБН, например, раз-
витие ядерной желтухи, меньше по сравнению с 
ГБН по резус-фактору. Это объясняется тем, что 
алло-антигены системы АВ0 экспрессируются 
многими клетками организма, а не только эри-
троцитами, и значительное количество алло-ан-
тител связывается с некроветворными тканями, 
что препятствует их сильному гемолитическому 
воздействию [6, 54, 102].

Группоспецифические алло-антитела
Известно, что в АВ0-конфликте матери и 

плода участвуют материнские антитела IgG-
класса, как предсуществующие естественные, 
так и вновь образующиеся иммунные [87]. Груп-
поспецифические антитела направлены к угле-
водным антигенам А или В. Установлено, что 
анти-А/B алло-антитела направлены к внешним 
терминальным (а не коровым) участкам А/B-
гликанов [83]. В плазме крови беременных и ма-
терей с группой крови 0 присутствуют не только 
узкоспецифические анти-А и анти-В алло-анти-
тела, но и антитела с «АВ»-специфичностью, 
одинаково или на близком уровне узнающие оба 
гликана (отметим, что они узнают именно струк-
турный мотив, общий для трисахаридов А и В, а 
не внутренний H-дисахаридный участок)  [64]. 
В  крови лиц группы В, а также подгрупп А2 и 
А2В встречаются анти-А1 антитела [94]. Они аг-
глютинируют только А1-эритроциты и не агглю-
тинируют А2-эритроциты [30]. У людей с про-
межуточными фенотипами А(В), цис-АВ и В(А) 
экспрессия алло-антител регулируется иммун-
ной системой из-за присутствия «дополнитель-
ных» антигенов, т.е. титры анти-В или анти-А 

антител, у таких индивидуумов снижены, по 
сравнению с основными фенотипами А1 и В, со-
ответственно [27]. Интересные особенности есть 
у «слабых» фенотипов. Анти-А антитела плохо 
агглютинируют Аx-эритроциты, а смесь анти-А 
и анти-В антител хорошо агглютинирует Аx-
эритроциты  [115]. Анти-А алло-антитела связы-
ваются с Ael-эритроцитами, но гемагглютинации 
не происходит [49].

Алло-антитела системы АВ0  – это поликло-
нальные антитела с количеством клонов несколь-
ко десятков для каждого класса (IgG, IgM, IgA) у 
каждого индивидуума [88], разных по специфич-
ности и аффинности. В дополнение к множе-
ственности фенотипов эритроцитов, этот фактор 
вносит дополнительный вклад в неоднозначный 
исход при АВ0-несовместимой беременности.

Биологический смысл существования се-
рологического и структурного полиморфизма 
системы АВ0  – это широкий защитный барьер 
человека (как вида) от патогенных вирусов, бак-
терий и выживаемость на уровне вида. Доказано, 
что люди с группой крови 0 (в отличие от других 
групп системы АВ0) лучше защищены от маля-
рийного плазмодия P.  falciparum [80]. Но они, 
наоборот, более восприимчивы к возбудителю 
холеры Vibrio cholerae и чумной палочке Yersinia 
pestis  [42]. Неравномерное распределение групп 
крови системы АВ0 в мире можно объяснить вли-
янием эпидемий/пандемий, уничтожавших в ко-
роткое время до двух третей населения в данной 
части мира. Проявление АВ0-конфликта матери 
и плода, а также конфликты по другим системам 
групп крови – это отрицательные побочные си-
стемные эффекты внутри вида, своего рода «пла-
та» за видовую сохранность.

Причины и механизм развития AB0-ГБН при 
беременности

Этиология АВ0-ГБН сложная, т.к. много фак-
торов влияет на тяжесть развития ГБН. К ним 
относятся качественные и количественные по-

Рисунок 3. Структуры антигенов i и I 
Примечание. Gal – D-галактоза, GlcNAc – D-N-ацетилглюкозамин.
Figure 3. Structures of the antigens i and I
Note. Gal, D-galactose; GlcNAc, D-N-acetylglucosamine.



23

АВ0-конфликт матери и плода
AB0-incompatibility of mother and fetus2021, Vol. 23,  1

2021, Т. 23, № 1

казатели материнских анти-А/В алло-антител, 
а также уровень и плотность АВ0-антигенов на 
эритроцитах плода и новорожденных [34]. Все 
эти факторы приводят к разрушению эритроци-
тов в той или иной степени. 

Материнские IgG попадают в кровь плода 
благодаря неонатальному рецептору FcRn пла-
центы, начиная уже с 13-й недели беременности; 
наибольшее количество  – в течение последних 
4-х недель беременности [63, 70]. Структура это-
го рецептора не похожа на другие Fc-рецепторы, 
у него наблюдается генетический полимор-
физм [63, 75, 112]. α2 и β2 микроглобулино-
вые домены рецептора FcRn взаимодействуют 
с доменами Cγ2 и Cγ3 молекулы IgG [63]. FcRn 
экспрессируется синцитиотрофобластом, где ре-
цептор транспортирует IgG из материнского кро-
вообращения в фетальные капилляры ворсинок 
плаценты через поляризованный слой клеток. 
Cинцитиотрофобласт интернализует материн-
ские IgG в эндосомы, которые подкисляются, и 
это позволяет IgG быть связанным с FcRn, т.к. 
Fc-фрагмент IgG взаимодействует с FcRn с вы-
соким сродством при кислом рН (<  6,5). Затем 
эндосома, содержащая материнские IgG, слива-
ется с мембраной на фетальной стороне синци-
тиотрофобласта, где физиологический рН спо-
собствует диссоциации IgG от FcRn. После этого 
рецептор FcRn возвращается на материнскую 
сторону синцитиотрофобласта для выполнения 
следующих циклов трансцитоза. Таким образом, 
pH-зависимое связывание IgG с FcRn позволяет 
переносить IgG через клеточный слой вниз по 
градиенту концентрации IgG. Однако последу-
ющие молекулярные механизмы трансплацен-
тарного переноса материнского IgG остаются 
малоизученными. Чтобы достичь системы кро-
вообращения плода, материнские IgG должны 
преодолеть кроме клеточного барьера синцити-
отрофобласта еще и два дополнительных пла-
центарных анатомических барьера: ворсинчатую 
строму, содержащую плацентарные фибробласты 
и клетки Хофбауэра, а также эндотелий капилля-
ров плода [75]. Каким образом IgG пересекают 
последующие плацентарные барьеры, которые 
не экспрессируют FcRn, до конца не понятно [75, 
97]. 

У рецептора FcRn есть дополнительная функ-
ция. Он защищает IgG от внутриклеточного ка-
таболизма, тем самым увеличивая его период 
полураспада в крови младенца [91, 108]. При-
обретенные внутриутробно материнские анти-
тела катаболизируются у ребенка в течение не-
скольких недель и даже месяцев после родов [40, 
58, 70]. Материнские IgG разных подклассов и 

специфичностей имеют сильно различающие-
ся периоды полураспада [40]. Если материнские 
алло-антитела находят антигенную мишень на 
эритроцитах новорожденного, то признаки ГБН 
обычно проявляются в течение первых 7 дней 
жизни новорожденного в виде ранней анемии, 
обусловленной антитело-зависимым разруше-
нием эритроцитов ребенка. Однако признаки 
ГБН могут усилиться и в течение двух недель по-
сле рождения (поздняя гемолитическая анемия 
или поздняя гипорегенеративная анемия)  [70]. 
Характер и тяжесть повреждений при ГБН свя-
зывают со сроком начала болезни и длитель-
ностью транспорта антител от матери к плоду. 
Массивное поступление материнских антител 
в кровь младенца происходит в течение родов. 
Концентрации IgG в крови новорожденных мо-
гут быть выше, чем у матерей [75]. Однако по-
казано, что уровни анти-А антител класса IgG 
у АВ0-несовместимых младенцев существен-
но ниже, чем у АВ0-совместимых младенцев 
из-за адсорбции анти-А антител фетальными 
А-эритроцитами, тканями и секретируемыми 
сывороточными А-антигенами [54]. Некоторое 
количество антител может поступать ребенку с 
молоком матери. Если младенец находится на 
грудном вскармливании, то IgG грудного моло-
ка может быть распознан Fc-рецепторами энте-
роцитов тонкой и двенадцатиперстной кишки и 
транслоцирован в кровь младенца. Таким обра-
зом, есть риск пролонгирования ГБН в течение 
периода грудного вскармливания [70].

Существует два основных механизма иммун-
ного разрушения эритроцитов с участием антител 
IgG-класса: (1) лизис с участием системы ком-
племента и (2) разрушение фагоцитами, в част-
ности макрофагами в селезенке [23]. Установле-
но, что АВ0-ГБН развивается из-за разрушения 
эритроцитов исключительно макрофагами, а не 
за счет комплемента, т.к. в крови новорожден-
ных низкий уровень белков незрелой системы 
комплемента и недостаточная плотность А- и 
В-антигенов [23, 63]. Макрофаги посредством 
фагоцитоза лизируют эритроциты плода [9]. Ак-
тивность ферментов печени у новорожденных 
низкая, и даже физиологический гемолиз при-
водит к накоплению в крови повышенного ко-
личества свободного билирубина (физиологиче-
ская желтуха новорожденных). При ГБН печень 
младенца совсем не справляется с ускоренным 
разрушением эритроцитов, и происходит пато-
логическое накопление в крови новорожденного 
свободного (непрямого) билирубина. В отличие 
от связанного (прямого) билирубина, т.е. глю-
куронида билирубина, свободный билирубин 
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является водонерастворимым. Он токсичен, рас-
творим в липидах и поэтому легко проникает из 
сосудистого русла в клетки, повреждая их. В тя-
желых случаях билирубин проявляет токсическое 
действие по отношению к клеткам нервной си-
стемы, нарушая процессы клеточного дыхания. 
Возникает расстройство функций ЦНС и разви-
тие симптомов билирубиновой энцефалопатии 
(ядерной желтухи), в результате чего может на-
ступить смерть ребенка, или неизлечимые невро-
логические нарушения [7, 14].

Интересно, что несовместимость матери и 
плода по системе АВ0 обеспечивает в определен-
ной степени защиту от аллоиммунизации Rh--
матери Rh+-эритроцитами плода. Несовмести-
мость по группе крови А между матерью и плодом 
создает 90%-ную защиту от аллоиммунизации к 
RhD, а несовместимость по группе крови B дает 
только 55%-ную защиту. Предположительно, та-
кой защитный эффект обусловлен способностью 
анти-А и анти-В антител к своевременному раз-
рушению, соответственно, A/RhD- и B/RhD-
эритроцитов плода в сосудах матери [47].

Роль подклассов IgG в развитии АБ0-ГБН
Антитела IgG класса человека делятся на че-

тыре основных подкласса, и их количество в кро-
ви различное. Антитела подклассов IgG1, IgG3, 
IgG4 беспрепятственно проникают через плацен-
ту. С увеличением их концентрации в крови ма-
тери и ребенка повышается вероятность развития 
ГБН [4]. Относительно антител подкласса IgG2 в 
литературе есть противоречивая информация. 
Согласно Антонову и соавт. антитела подклас-
са IgG2 обладают ограниченной способностью 
трансплацентарного транспорта и не влияют на 
развитие AB0-ГБН [4]. Однако есть мнение о том, 
что IgG2 хорошо проходят через плаценту [9, 100, 
103]. Ряд исследователей утверждают, что анти-
тела IgG класса системы групп крови AB0 отно-
сятся в основном к подклассам IgG1 и IgG2 [54, 
87]. Другие авторы считают, что анти-А и анти-В 
антитела относятся преимущественно к подклас-
сам IgG2 и IgG4, и они способны проходить через 
плаценту, вызывая мягкое течение АВ0-ГБН [14, 
99]. Wu и соавт. (2009) не согласны с этим утверж-
дением, они считают, что, несмотря на повышен-
ные концентрации IgG2 и IgG4 в крови матерей, 
у которых младенцы больны ГБН, эти подклассы 
IgG не влияют на развитие АВ0-ГБН [112], т.к. 
они не связываются с Fc-рецепторами фагоцити-
рующих клеток [103].

Необходимо отметить, что гемолиз при AB0-
ГБН происходит в результате антитело-зависимо-
го клеточно-опосредованного иммунного ответа, 
при котором эффекторными клетками являются 

клетки врожденного иммунитета [23]. Интен-
сивность гемолитического процесса зависит от 
подкласса IgG. В крови плода IgG1 и IgG3 на-
много легче взаимодействуют с Fc-рецепторами 
клеток, чем IgG2 и IgG4. Поэтому диагности-
ческое значение имеют, прежде всего, IgG1 и 
IgG3 [9]. IgG3 обладают большей аффинностью 
к рецепторам макрофагов, что объясняет их бо-
лее высокую гемолитическую активность [21]. 
В небольшой исследованной выборке младен-
цев, несовместимых с матерью по системе АВ0 
и положительной пробой Кумбса, в пуповинной 
крови были обнаружены IgG1, а у половины из 
них – еще и IgG2, но IgG3 не обнаружены [74]. 
В 1989 году Ukita и соавт. провели исследование 
на когорте из 138 младенцев. У 43 новорожден-
ных прямая проба Кумбса была положительна. 
У остальных 95 новорожденных проба Кумбса 
была отрицательна, а антитела определяли путем 
теплового элюирования. Только у 12,3% младен-
цев выявлены признаки АВ0-ГБН. У новорож-
денных с ГБН и положительной пробой Кумбса 
уровень IgG1 был достаточным для проявления 
гемолиза. У новорожденных с ГБН и отрицатель-
ной пробой Кумбса уровень IgG3 был слишком 
низок для детекции пробы Кумбса, но он был до-
статочным для развития гемолиза [103]. Другое 
исследование, также направленное на выявление 
роли подклассов IgG в развитии АB0-ГБН, про-
водилось при помощи теста ADCC (Antibody-
Dependent Cell-mediated Cytotoxicity), в котором 
эффекторными клетками являлись моноциты. 
В случае негативного ADCC (разрушалось менее 
10% клеток, связанных с антителами) у ново-
рожденных не наблюдалось никаких признаков 
ГБН. В случае положительного результата ADCC 
(лизированы более 45% клеток) у новорожден-
ных наблюдалась острая ГБН. Авторами было 
показано, что есть явная связь между уровнем 
IgG3 и положительным результатом ADCC и раз-
витием ГБН [21]. С этим выводом согласны Wu 
и соавт. (2009). Они определили, что есть ассоци-
ации высоких концентраций IgG1 и IgG3 в крови 
матерей и новорожденных с развитием AB0-ГБН 
у младенцев, которые обладают определенным 
генотипом FcRn-рецептора, а именно гетерози-
готным генотипом 131His/Arg, т.к. аминокислота в 
позиции 131 рецептора играет ключевую роль в 
связывании подклассов IgG [112]. Однако в дру-
гой публикации того же 2009 года было показано, 
что в результате исследования, проведенного на 
когорте из 82 новорожденных антитела подклас-
са IgG1 в пуповинной крови не являются прогно-
стическим фактором гемолиза или гипербилиру-
бинемии при АВ0-ГБН [59].
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Таким образом, на данный момент нельзя сде-
лать окончательного вывода о значимости влия
ния того или иного подкласса IgG на развитие 
АВ0-ГБН.

Гликозилирование материнских IgG
Иммуноглобулин G содержит две олигосаха-

ридные цепи в Fc-области молекулы (рис. 4). Тип 
гликозилирования IgG у беременных и небере-
менных женщин отличается. В течение беремен-
ности происходит существенное снижение уров-
ня агалактозилированных форм IgG (IgG-G0, без 
терминальных остатков галактозы и сиаловой 
кислоты) в материнской крови, особенно низкий 
уровень наблюдается в третьем триместре [56]. 
Напротив, в материнской крови обнаружива-
ется более высокий уровень галактозилирован-
ных форм IgG (моногалактозильных гликоформ 
IgG-G1 и дигалактозильных гликоформ IgG-G2), 
чем у небеременных здоровых женщин. При этом 
содержание IgG-G0 в пуповинной крови на 25% 
ниже, чем в материнской крови, и, наоборот, 
уровень галактозированных форм IgG (IgG-G1 и 
IgG-G2) в пуповинной крови достоверно выше, 

чем в крови матери [56, 62]. Таким образом, во 
время беременности IgG значительно сильнее 
подвержены галактозилированию, и IgG-G2 луч-
ше проходят через плаценту, чем негалактозили-
рованные формы IgG-G0 [62, 111]. Увеличенное 
галактозилирование IgG у беременных женщин и 
у плода, по-видимому, вызывает изменение кон-
формации Fc-области IgG, а это влияет на эф-
фекторные функции IgG, в частности на взаимо-
действие с клеточными Fc-рецепторами. Kibe и 
соавт. высказали предположение, что изменения 
профиля галактоформ IgG во время беременно-
сти подавляют материнские иммунные реакции, 
которые могут вызывать отторжение плода [62].

Замечено некоторое повышение содержания 
сиаловых кислот в углеводных цепях материн-
ских IgG по сравнению со здоровыми небере-
менными женщинами [105]. При этом никакой 
селективности в транспорте сиалированных IgG 
через плаценту не было обнаружено [62].

Новые исследования показали, что средние 
уровни галактозилирования и сиалирования раз-
ных подклассов IgG были очень схожи у плода и 

Рисунок 4. Схематическое представление общей архитектуры IgG1
Примечание. IgG1 – это гомодимер, состоящий из двух легких (L) цепей и двух тяжелых (H) цепей. Обозначены сайты 
прикрепления N-гликановых цепей (черные звездочки). Углеводная цепь может не содержать остатки галактозы или включать 
1 или 2 остатка галактозы, приводя к образованию гликоформ G0, G1 и G2 соответственно [19]. VL – вариабельный домен 
легкой цепи, VH – вариабельный домен тяжелой цепи, CL – постоянный домен легкой цепи, CH1, CH2 и CH3 – постоянные домены 
тяжелых цепей; Asn – аспарагин, Fuc – L-фукоза, Gal – D-галактоза, GlcNAc – D-N-ацетилглюкозамин, Man – D-манноза, Sia – 
сиаловая кислота. 
Figure 4. Schematic representation of the common IgG1 architecture
Note. IgG1 are homodimer composed of two light (L) chains and two heavy (H) chains. The sites of N-glycan chains attachment (black stars) 
are shown. The carbohydrate chain can be free of galactose residues or include 1 or 2 galactose residues, resulting in the formation of G0, G1 
and G2 glycoforms, correspondingly [19]. VL, variable domain of the light chain; VH, variable domain of the heavy chain; CL, constant domain 
of the light chain; CH1, CH2 и CH3, three constant domains of the heavy chain; Asn, asparagine; Fuc, L-fucose; Gal, D-galactose; GlcNAc, D-N-
acetylglucosamine; Man, D-mannose; Sia, sialic acid.
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матери. Согласно новым данным, плацентарный 
транспорт IgG не является селективным по отно-
шению к гликоформам Fc-области [37]. В связи 
с этим наличие избирательного транспорта IgG, 
зависящего от типа гликозилирования, все еще 
остается спорным вопросом.

Статистические данные и распространенность 
АВ0-конфликта и АВ0-ГБН в различных районах 
мира

В мире частота встречаемости гемолитиче-
ской болезни новорожденных составляет 3-5 
случаев на 1000 родов [5]. По последним данным 
распространенность этой болезни в Российской 
Федерации колеблется в разных регионах от 0,1 
до 2,5% от всех новорожденных и составляет 
2-7% от всех причин гибели детей в перинаталь-
ном периоде [5, 12]. Несовместимость по системе 
АВ0 встречается в среднем в 15-20% случаев от 
всех беременностей в мире [93]. При этом в не-
которых регионах России отмечается значимое 
увеличение числа новорожденных, у которых 
развивается АВ0-ГБН [12]. Увеличенную частоту 
встречаемости АВ0-ГБН в настоящее время свя-
зывают с аллергизацией организма женщины под 
действием различных внешних факторов (про-
дукты, вирусные и бактериальные инфекции, 
а также вакцины) [3]. В состав многих вакцин 
может попадать А-подобный антиген, в частно-
сти он обнаруживается в вакцинах против пнев-
мококковой инфекции (Pneumovax), менинго-
кокков, встречается в дифтерийном анатоксине. 
В  данных вакцинах А-активность, скорее всего, 
вызвана контаминацией веществами, получен-
ными из питательных сред, а не антигенным 
сходством между микроорганизмами и вещества-
ми группы крови. А-подобный антиген в вакци-
нах может вызвать сенсибилизацию организма 
матери и, как следствие, несовместимость групп 
крови матери и плода [3, 11, 96].

АВ0-межгрупповые конфликты наблюдаются 
в 11-25% случаев беременности  – в Европе [30, 
76, 98], в среднем 17-25% – в Азии [18, 104], ~7% 
от всех новорожденных – в США [34]. Не всегда 
межгрупповой конфликт по системе АВ0 приво-
дит к развитию заболевания. Есть поразительное 
различие по частоте встречаемости AB0-ГБН 
между популяциями [32]. В ретроспективном ис-
следовании, проведенном учеными из госпиталя 
Сан Камилло Форланини (Рим, Италия), было 
проанализировано 28  089 родоразрешений, вы-
полненных в их госпитале в течение 6 лет. Иссле-
дователями было выявлено, что АВ0-конфликт 
наблюдался в 11% случаев, при этом, острая ГБН 
развивалась в 0,1% случаев от всей выборки [76]. 
Крупное исследование образцов сывороток кро-
ви от 9138 доноров негроидной расы показало, 

что в 14,3% случаев от всей выборки имел место 
AB0-конфликт. При этом у 4,3% от всей выбор-
ки младенцев развилась ГБН, а у 2,7% от общей 
выборки развилась острая гипербилирубине-
мия  [15]. Таким образом, в среднем заболевае-
мость ГБН у европейцев составляет до 1% от всех 
беременностей и в основном развивается жел-
тушная легкая форма ГБН [5, 76, 98], в 0,05-0,1% 
случаев у новорожденных развивается острая 
ГБН [77], в отличие от 3-5% – в негроидном или 
азиатском населении, часто с более тяжелыми 
клиническими проявлениями ГБН [15, 18, 32, 34, 
104]. Исследователи связывают такие популяци-
онные различия с высокой частотой встречаемо-
сти группы крови 0 среди негроидного населения 
и с большей распространенностью высоких ти-
тров иммунных анти-А и анти-В антител у пред-
ставителей негроидной расы [15].

Ассоциация частоты и тяжести развития ГБН с 
группой крови матери и ребенка

В Европе около 11-15% от всех беременно-
стей случается AB0-несовместимость у матерей 
с группой крови 0, у которых плод имеет группу 
А или В [30], при этом 0/A-конфликт происхо-
дит чаще в 2,5 раза, чем 0/В-конфликт, соглас-
но данным большого исследования в госпитале 
Сан Камилло Форланини (Рим, Италия) [76]. 
В Азии, в разных районах Индии, распростра-
нение 0/A- и 0/В-конфликтов или примерно 
одинаковое (50,4 и 49,6% соответственно) [18, 
104] или 0/A-конфликты наблюдаются в 2 раза 
меньше, чем 0/В-конфликты [61]. В целом в 
Индии из-за редкой частоты встречаемости Rh-
отрицательных людей АВ0-ГБН имеет большое 
значение [52, 104]. 

В результате АВ0-конфликта почти всегда в 
той или иной степени происходит разрушение 
эритроцитов плода [18, 30, 34]. Однако ГБН в ре-
зультате АВ0-конфликта, требующей терапевти-
ческого вмешательства, встречается редко, и со-
всем редко встречается врожденная водянка [30]. 
Тем не менее все больше сообщений появляется о 
более тяжелых формах и затяжных желтухах при 
АВ0-ГБН. В Европе описаны тяжелые формы 
АВ0-ГБН у младенцев, рожденных матерями фе-
нотипа A2 из-за высокого титра anti-B IgG. Мла-
денцам потребовалась многократная обменная 
трансфузия [46, 67]. В литературе зафиксированы 
редкие, но тяжелые случаи антенатального раз-
вития АВ0-ГБН, приведшие к врожденной во-
дянке или к врожденной экстремально сильной 
гипербилирубении новорожденного. Каждый 
случай подробно описан, и все матери имели фе-
нотип 0/Rh+, а новорожденные – чаще фенотип 
В/Rh+, реже А/Rh+, некоторые из них не выжи-
ли [5, 43, 45, 77, 95, 99]. Однако в Индии описаны 
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случаи 0,Rh+/A,Rh+-конфликта, когда также по-
требовалась обменная трансфузия для новорож-
денных [57, 104]. Haque and Rahman сообщили об 
одном из самых редких случаев в мире тяжелой 
формы АВ0-ГБН у новорожденного с феноти-
пом A1B/Rh+, рожденного матерью с фенотипом 
В/Rh+, которому потребовалось две процедуры 
обменных трансфузий [53]. Тяжелая форма АВ0-
ГБН наблюдалась у ребенка с редким цис-АВ 
фенотипом, родившегося у матери с 0/ Rh+ фе-
нотипом. Ребенку была проведена фототерапия, 
внутривенное введение иммуноглобулина (IVIg) 
и рекомбинантного человеческого эритропоэти-
на. Этот пример актуален для мониторинга АВ0-
конфликтов в Японии и Корее, т.к. в этих странах 
распространен цис-АВ фенотип [34]. 

Зависимость тяжести течения ГБН от титра ал-
ло-антител

У беременных женщин характер изменения 
титров алло-антител по сравнению с небере-
менными женщинами и в динамическом на-
блюдении может быть различным: постоянный, 
снижающийся, возрастающий и «скачущий». 
Есть мнение, что частая смена подъемов и спа-
дов титра алло-антител в первой половине бе-
ременности является характерным признаком 
иммуноконфликтных реакций между матерью 
и плодом  [11]. Но насколько критичен порого-
вый уровень антител, при котором может раз-
виться ГБН? Этот вопрос остается спорным. В 
исследовании Cariani и соавт. показано, что нет 
определенных ассоциаций между титрами мате-
ринских анти-A/B антитела IgG класса и риском 
АВ0-ГБН  [25]. Однако в большинстве работ по 
изучению АВ0-ГБН выявлена корреляция между 
высокими титрами алло-антител у матери и сте-
пенью тяжести АВ0-ГБН. Одни исследователи 
считают, что титры более 1:64 уже являются кри-
тичными [85], другие – только титры более 1:128 
или 1:512 являются опасными [57, 72, 104, 107, 
118]. Анализируя корреляцию между титрами ал-
ло-антител матери и течением ГБН у ребенка, Ye 
и соавт. (2007) разделили полученные результаты 
значений титров на пять групп: < 1:64, 1:64, 1:128, 
1:256, ≥ 1:512. Сравнение группы с титром < 1:64 
с группами с титром > 1:64 показало, что распро-
страненность AB0-ГБН в первой группе ниже, 
чем во вторых. Риск возникновения ГБН в че-
тырех подгруппах с титром > 1:64 составил 28,8, 
63,7, 79,6 и 96,9%, соответственно с увеличением 
титра алло-антител. Был сделан вывод о наличии 
корреляции между титром антител и развитием 
ГБН [118]. Ряд других публикаций подтверждает 
корреляцию между высокими титрами алло-ан-
тител у матери (1:512-1:2048) и тяжелой формой 
ГБН у ребенка [10, 17, 57, 78, 104]. В крайне ред-

ких и тяжелых случаях антенатального развития 
АВ0-ГБН у матерей наблюдались экстремально 
высокие титры анти-А или анти-В антител IgG 
класса (1:4000, 1:32000; 1:32728; 1:65536, 1:132200) 
[43, 95, 99, 119, 120].

Пороговые повышенные титры анти-А и/или 
анти-В антител у беременных на поздних сроках 
становятся опасными для плода, поэтому врачи 
принимают решение в пользу преждевременных 
родов, чтобы состояние плода не ухудшилось. 
И в самые первые часы после родов ребенку на-
чинают проводить комплексное лечение.

Современные подходы к диагностике ГБН по 
системе АВ0

Обновленные клинические рекомендации по 
диагностике и лечению гемолитической болезни 
новорожденных приведены в следующих публи-
кациях: Антонов и соавт., 2018; Дегтярев и соавт., 
2019 [4, 6]. Среди методов диагностики рекомен-
дуют следующие:

1.	 Жалобы и анамнез. Акушерско-гинеко-
логический анамнез матери, наличие ГБН при 
предыдущих беременностях, наличие ультразву-
ковых признаков гемолитической болезни плода, 
гестационный возраст и антропометрические по-
казатели новорожденного. Определение группы 
крови матери и ребенка.

2.	 Физикальное обследование. Определе-
ние формы и степени тяжести ГБН.

3.	 Инструментальная диагностика. При 
среднетяжелых и тяжелых формах ГБН реко-
мендуются УЗИ брюшной полости и нейросоно-
графия новорожденного [4]. В этих случаях при 
антенатальном УЗИ у плода определяется поза 
Будды, т.е. голова вверху, нижние конечности из-
за бочкообразного увеличения живота согнуты в 
коленных суставах и находятся необычно дале-
ко от туловища; отмечается «ореол» вокруг сво-
да черепа и увеличение массы плаценты за счет  
отека [13].

4.	 Лабораторная диагностика. Взятие обще-
го анализа крови и определение присутствия 
характерных для ГБН признаков: анемия, уве-
личение ядерных форм ретикулоцитов, полих-
ромазия, сфероцитоз, анизоцитоз. В мазке крови 
сфероциты гораздо чаще выявляются при АВ0-
ГБН, а при тяжелом течении болезни обнаружи-
ваются шистоциты и эхиноциты [10]. Важен био-
химический анализ крови на общий билирубин, 
его фракции, альбумин, глюкозу. Для ГБН харак-
терно увеличение уровня общего билирубина. 
Sarici и соавт. пришли к выводу, что именно уров-
ни общего сывороточного билирубина на шестом 
часу жизни новорожденных, достигающие 4 и 
6  мг/дл, предсказывают развитие значительной 
гипербилирубинемии и тяжелой гемолитической 
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болезни новорожденного, соответственно [93]. 
Определение уровня билирубина, по мнению 
ряда авторов, является самым частым и инфор-
мативным методом в диагностике гемолитиче-
ской болезни новорожденного [10]. 

Среди работ по изучению ГБН очень многи-
ми исследователями используется прямая проба 
Кумбса в качестве диагностического метода [66, 
65, 73]. Прямая проба Кумбса для диагностики 
АВ0-ГБН имеет ограниченное значение. Как по-
ложительный, так и отрицательный результат не 
имеет определяющей роли в установлении дан-
ного диагноза [4, 10, 16, 103]. До 90% детей с по-
ложительной прямой пробой Кумбса не имеют 
признаков гемолитической болезни, и наобо-
рот – были сообщения об отрицательной прямой 
пробе Кумбса у младенцев с АВ0-ГБН [35, 103]. 
В случае подозрения на ГБН неясного генеза 
рекомендуется использовать непрямую пробу 
Кумбса, так как данный тест является более чув-
ствительным к материнским алло-антителам в 
крови плода [4, 6]. Также в качестве лабораторно-
го диагностического метода предлагается анализ 
антител, элюированных с эритроцитов из пупо-
винной крови. Данный метод состоит в элюции 
антител с поверхности эритроцитов с помощью 
низких температур или изменения рН, и после-
дующем проведении реакции агглютинации. 
Анализ элюатов во многом более чувствителен к 
определению анти-А и анти-В антител по срав-
нению с прямой пробой Кумбса, и его можно ис-
пользовать дополнительно при определении типа 
ГБН [106]. По данным Procianoy и соавт. (1987), 
совокупные результаты прямой пробы Кумбса 
пуповинной крови, элюирующего теста и сви-
детельства гемолиза (повышение концентрации 
билирубина, анемия и др.) существенно помога-
ют в ранней диагностике AB0-ГБН [57, 86].

Пути преодоления последствий AB0-
несовместимости матери и ребенка 

К сожалению, препаратов для специфической 
профилактики ГБН по системе AB0 и другим 
системам крови на сегодняшний день не раз-
работано, в отличие от применения анти-RhD 
иммуноглобулинов, которые успешно приме-
няются для профилактики изоиммунизации по 
RhD-фактору. Поэтому раннее выявление ново-
рожденных высокого риска с несовместимостью 
АВ0, диагностика и раннее вмешательство могут 
снизить заболеваемость и смертность, или зна-
чительно смягчить течение заболевания. Высо-
кие и экстремально высокие титры анти-А и/ или 
анти-В антител у беременных являются показа-
нием для преждевременных родов для того, что-
бы состояние плода не ухудшилось. И в самые 

первые часы после родов ребенку необходимо 
проводить лечение. Оно направлено на умень-
шение гипербилирубинии (фототерапия), вы-
ведение алло-антител (лечение внутривенным 
иммуноглобулином), устранение анемии у ново-
рожденного (обменная трансфузия).

Кроме того, несмотря на то, что грудное мо-
локо содержит материнские антитела, защищаю-
щие младенца до этапа созревания его иммунной 
системы, целесообразно отказаться от грудного 
вскармливания, если есть АВ0-конфликт матери 
и новорожденного, и у младенца диагностирова-
на ГБН, т.к. IgG грудного молока может попадать 
в кровь младенца и есть риск поддержания ГБН в 
период грудного вскармливания.

Заключение
Несмотря на то, что ГБН в результате иммуно-

логического конфликта по системе АВ0 изучают 
уже три четверти века, все еще остаются невыяс-
ненными и спорными многие аспекты механиз-
ма этого заболевания, а также не разработаны 
и не внедрены в практику методы целенаправ-
ленного лечения АВ0-ГБН. В подходах к пре-
одолению АВ0-барьера при АВ0-несовместимых 
алло-трансплантациях тканей и органов исполь-
зуют А- и В-адсорбенты для специфического, не 
затрагивающего другие иммуноглобулины, уда-
ления циркулирующих анти-А или анти-В анти-
тел, которые являются участниками острого от-
торжения [48]. Показано, что адсорбенты с А- и 
В-трисахаридными лигандами способны связать 
все иммунологически значимые алло-антите-
ла [83]. В случае АВ0-ГБН терапевтический под-
ход, основанный на том же принципе, до сих пор 
не используется. Необходимо отметить и другие, 
не требующие сложной аппаратуры стратегии 
специфического удаления антител из крови, в 
частности с помощью так называемых кодеци-
тов  [84], а также путем нейтрализации антител 
полимер-связанным антигеном [60]. Дальней-
шей задачей развития клинической практики 
является переход от поддерживающей и коррек-
тирующей терапии к специфической целена-
правленной профилактике и лечению АВ0-ГБН.
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ВИРУС ЛАССА: ХАРАКТЕРИСТИКА ИНФЕКЦИОННОГО 
АГЕНТА, БИОЛОГИЧЕСКИЕ МОДЕЛИ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ 
ПАТОГЕНЕЗА, ВАРИАНТЫ ВАКЦИННЫХ ПРЕПАРАТОВ
Казачинская Е.И.1, 2, Арипов В.С.2, Зайковская А.В.2, 
Шестопалов А.М.1
1 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр фундаментальной и трансляционной медицины» 
Министерства науки и высшего образования РФ, г. Новосибирск, Россия  
2 ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии “Вектор”» Роспотребнадзора,  
р. п. Кольцово, Новосибирская обл., Россия

Резюме. Вирус Ласса (Lassa virus, LASV), отнесенный к роду Mammarenavirus семейства Arenaviridae, 
является этиологическим агентом лихорадки Ласса (ЛЛ)  – заболевания, широко распространенного 
в Африке и которое протекает без симптомов в среднем у четырех из пяти инфицированных. Еже-
годная заболеваемость колеблется от 100 до 500 тыс. зарегистрированных клинических cлучаев с ле-
тальностью 1-2% от этого числа, но среди госпитализированных пациентов с тяжелыми симптомами 
геморрагической лихорадки этот показатель может быть от 14 до 89,5%. Открытое кровотечение и 
нарушения ЦНС (судороги, тремор, дезориентация и кома) являются признаками неблагоприятно-
го исхода. Смерть наступает от полиорганной недостаточности. У тяжело переболевших людей при 
медленно протекающей реконвалесценции возможны рецидивы заболевания и осложнения – пнев-
монии, миокардиты, психозы, потеря слуха.

На эндемичных территориях передача вируса происходит алиментарным, воздушно-пылевым и 
воздушно-капельным путем от зоонозного источника – грызунов вида «африканская многососковая 
крыса» (Mastomys natalensis), при случайном контакте людей с выделениями (мочой, калом, слюной) 
животных, а также при разделывании тушек и употреблении в пищу. Для этих грызунов характерно 
бессимптомное носительство, сопровождаемое пожизненной персистенцией вируса. Описаны слу-
чаи передачи вируса от человека к человеку через кровь или другие биологические жидкости организ-
ма заболевших. Больной человек является источником инфекции в течение двух месяцев, т.к. вирус 
циркулирует в крови на фоне высокого уровня антител. Инфицирование медицинских работников 
происходит при экстренных хирургических операциях или при несоблюдении правил контактных 
мер предосторожности. В настоящее время, при продолжающейся с 2016 г. вспышке ЛЛ в Нигерии, 
в больницах зарегистрированы 22 и 8%-ные уровни летальности пациентов и медицинских работ-
ников соответственно. В течение 1969-2016 гг. описано 33 импортированных случая этой болезни из 
Западной Африки на не эндемичные территории (в США, Канаду, Великобританию, Нидерланды, 
Германию, Израиль и Японию). Летальность среди этих заболевших составила 39%.
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Отсутствие профилактических вакцин и специфических терапевтических препаратов является 
основной проблемой для профилактики ЛЛ, в связи с этим в данном обзоре рассматриваются био-
логические модели (культуры клеток и животные), подходящие для изучения патогенеза этой болез-
ни, доклинического исследования специфической активности и безвредности кандидатных вакцин, 
а также варианты этих разработок на основе таких платформ, как: инактивированный LASV и его 
ДНК, реассортант аренавируса Мопея, аттенуированные штаммы вирусов желтой лихорадки и кори, 
рекомбинантные и репликативно-дефектные вирусы (осповакцины, венесуэльского энцефалита ло-
шадей, везикулярного стоматита крупного рогатого скота, аденовируса шимпанзе) и вирусоподобные 
частицы.

Ключевые слова: вирус Ласса (Lassa virus, LASV), лихорадка Ласса (ЛЛ), биологические модели, вакцины

LASSA VIRUS: CHARACTERIZATION OF INFECTIOUS AGENT, 
BIOLOGICAL MODELS FOR PATHOGENESIS STUDIES AND 
VARIANTS OF VACCINE 
Kazachinskaya E.I.a, b, Aripov V.S.b, Zaikovskaya A.V.b, 
Shestopalov A.M.a
a Federal Research Center for Fundamental and Translational Medicine, Novosibirsk, Russian Federation  
b Vector State Research Centre of Virology and Biotechnology, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation 

Abstract. Lassa virus (LASV) is classified into genus Mammarenavirus of Arenaviridae family. This virus 
is etiological agent of Lassa fever (LF) which is widespread in Africa. On average, in four out of five infected 
people, LF occurs without symptoms. The annual incidence ranges from 100,000 to 500,000 registered clinical 
cases, at a mortality rate of 1-2%. Among hospitalized patients with severe symptoms of hemorrhagic fever, 
this figure may be from 14 to 89.5%. Signs of an adverse outcome in LF are open bleeding and disorders of 
CNS (convulsions, tremor, disorientation and coma). Death occurs from multiple organ failure. Severely ill 
people recover slowly and may have relapses and complications such as pneumonia, myocarditis, psychosis, 
and hearing loss. 

Transmission of the virus in endemic territories occurs by alimentary way, air-dust and airborne droplets 
from a zoonotic source – rodents of the species African multimammate rat (Mastomys natalensis), by accidental 
contacts of people with their secretions (urine, feces, saliva) as well as when butchering carcasses and eating 
rodents. These animals are characterized by asymptomatic carrier and life-long persistence of the virus. 
Cases of transmission of the virus from person to person through the blood or other body fluids of patients are 
described. A sick person is contagious for two months, because the virus circulates in the blood despite high 
levels of antibodies. Infection of medical staff occurs during emergency surgical operations, or when the rules of 
contact precautions are not observed. Currently, with the ongoing LF outbreak in Nigeria, since 2016, hospitals 
have registered mortality rates of 22 and 8% for patients and health workers, respectively. During 1969-2016, 
33 imported cases of this disease were described from West Africa to non-endemic territories (in the USA, 
Canada, Great Britain, the Netherlands, Germany, Israel and Japan). The mortality rate among these patients 
was 39%. 

The lack of prophylactic vaccines and specific therapeutic drugs is the major challenge for the prevention 
of LF. Thus, this review considers biological models (cell cultures and animals) that are suitable for studying 
the pathogenesis of this disease, preclinical studies of the specific activity and harmlessness of candidate 
vaccines, as well as options for these developments based on the platforms such as inactivated LASV and its 
DNA, the reassortant of Mopeia arenavirus, and measles virus attenuated strains, recombinant and replication-
defective viruses (smallpox vaccine, Venezuelan equine encephalitis, bovine vesicular stomatitis, adenovirus of 
chimpanzee) and virus-like particles.

Keywords: Lassa virus (LASV), Lassa fever (LF), biological models, vaccines
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Введение
Вирус Ласса (Lassa virus, LASV) является эти-

ологическим агентом лихорадки Ласса (ЛЛ) – ан-
тропозоонозного заболевания, широко распро-
страненного в Африке, на территориях таких 
стран, как Нигерия, Сьерре-Леоне, Либерия, 
Кот-д’Ивуар, Гвинея, Мали, Сенегал, Бурки-
но-Фасо, Центральноафриканская Республика 
и Мозамбик, где обитают грызуны вида «аф-
риканская многососковая крыса» (Mastomys 
natalensis)  – основные переносчики LASV. Для 
этих животных характерно бессимптомное но-
сительство и пожизненная персистенция виру-
са, который выделяется с мочой, калом, слюной 
и сохраняет свои свойства при высушивании. 
Заражение людей, проживающих на эндемич-
ных территориях, происходит алиментарным, 
воздушно-пылевым, воздушно-капельным пу-
тем в течение всего года, а пик заболеваемости 
приходится на сезон дождей (январь-декабрь), 
когда грызуны поселяются в человеческих жи-
лищах. Вспышки болезни чаще всего возника-
ют в бедных сельских районах из-за случайного 
контакта людей с выделениями, оставленными 
животными на продуктах питания в результате 
недостаточно надежной практики их хранения. 
Например, с мочой грызунов выделяется от од-
ной до 10 тыс. инфекционных частиц в милли-
литре. Кроме того, известно, что при скудном 
рационе местные жители употребляют грызу-
нов в пищу. Заражение также может произойти 
и при разделывании тушек [1, 4, 47]. 

ЛЛ отличается от других аренавирусных ин-
фекций (например, аргентинской и боливий-
ской лихорадок, вызванных вирусами Хунин и 
Мачупо соответственно) тем, что передача ви-
руса может происходить и от человека к чело-
веку через инфицированную кровь или другие 
жидкости организма [56]. Ежегодная заболевае-
мость ЛЛ в Африке колеблется от 100 до 500 тыс. 
клинических cлучаев при общем показателе 
летальности 1-2% от этого числа. Но среди го-
спитализированных пациентов с тяжелыми 
симптомами геморрагической лихорадки пока-
затель может быть от 14 до 89,5% [56]. Данные 
по летальности в разных источниках сильно 
варьируют, отмечается связь географического 
расположения вспышек с симптомами болез-
ни, вероятно, из-за различной вирулентности 
циркулирующих генотипов LASV. Однако роль 
конкретного генотипа в тяжести заболевания 
пока неизвестна [1]. Изоляты LASV генотипи-
чески разделены на шесть линий (I-VI). Из них 
I-III линии локализуются в Нигерии, IV цир-
кулируют в Сьерре-Леоне, Гвинее, Либерии и 
Кот-д’Ивуаре, V – в Мали и Кот-д’Ивуаре [38] 
и линия VI, в которую включили изолят Kako, 
недавно выделенный в Нигерии от вида лесной 

мыши (Hylomyscus pamfi) [43]. Резкое увеличе-
ние случаев ЛЛ в Нигерии в 2018 г. активизи-
ровало исследования возможного появления 
нового генотипа с более высокой скоростью 
передачи от человека к человеку [32].

В среднем, у четырех из пяти инфицирован-
ных ЛЛ протекает без симптомов. Примерно 
15- 20% случаев инфекции приводят к заболе-
ваниям средней и тяжелой степени тяжести. 
Болезнь обычно начинается с лихорадки и 
множества других неспецифических прояв-
лений, таких как недомогание, боль в груди и 
в горле, головная боль, кашель, миалгия и же-
лудочно-кишечные симптомы (тошнота, рвота 
и диарея). При тяжелом течении ЛЛ примерно 
в 30% возникает открытое кровотечение, что 
является признаком неблагоприятного исхода. 
На последних стадиях тяжелой болезни также 
наблюдаются признаки нарушения ЦНС  – су-
дороги, тремор, дезориентация и кома. Смерть 
наступает от полиорганной недостаточности 
между 10-14-ми сутками после появления сим-
птомов. У тяжело переболевших реконвалес-
ценция протекает медленно, возможны реци-
дивы заболевания и осложнения – пневмонии, 
миокардиты, психозы. Потеря слуха может про-
изойти как при тяжелой, так и легкой формах 
ЛЛ. Слух частично восстанавливается через 1-3 
месяца только у половины из переболевших [4, 
47, 49]. Тяжелое течение болезни у беременных 
приводит к гибели матерей, эмбрионов, пло-
дов и новорожденных детей [42]. Инфицирова-
ние медицинских работников происходит при 
экстренных хирургических операциях или при 
несоблюдении правил контактных мер предо-
сторожности. В настоящее время, при продол-
жающейся с 2016 г. вспышке этой болезни в 
Нигерии, в больницах зарегистрированы 22 и 
8%-ные уровни летальности пациентов и меди-
цинских работников соответственно [17]. 

Описано 33 импортированных случая ЛЛ из 
Западной Африки на не эндемичные террито-
рии (в США, Канаду, Великобританию, Нидер-
ланды, Германию, Израиль и Японию) в течение 
1969-2016 гг. Летальность среди этих заболев-
ших составила 39% [33]. По последним данным, 
в конце ноября 2019 г. два врача из Нидерландов 
заразились при оперировании беременной жен-
щины в городе Масанга в Сьерра-Леоне. Один 
из них скончался в госпитале после эвакуации 
на родину. Также из Сьерра-Леоне с подозре-
ниями на ЛЛ были эвакуированы трое граждан 
Великобритании, контактировавшие с голланд-
скими врачами [7].

1. Характеристика инфекционного агента 
LASV, впервые выделенный в 1969 г. из био-

логического материала заболевших и погибших 
пациентов в госпитале города Ласса (в Ниге-
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рии) [10], с 2014 г., по данным Международного 
комитета по таксономии вирусов (International 
Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV), от-
несен к роду Mammarenavirus (содержащему в 
настоящее время 35 отдельных видов) семейства 
Arenaviridae [37]. Название семейства произо-
шло от латинского слова «areno» (песок) из-за 
общей морфологической характеристики, вы-
являемой при электронной микроскопии  – 
это крупные однородные гранулы размером 
20-25  нм в составе вирионов, представляющие 
собой нефункциональные клеточные рибосо-
мы, роль которых пока не ясна. Аренавирусы 
имеют сферическую форму вириона с диаме-
тром от 70 до 150 нм, двойную липидную обо-
лочку и гладкую поверхность с Т-образными 
шипами, состоящими из трех молекул гли-
копротеина (glycoprotein, GP) [40, 60]. Геном 
LASV, как и других представителей семейства, 
представляет собой молекулу РНК и состоит из 
двух сегментов – большого L (large) и малого S 
(small) размером 7 и 3,4 kb соответственно, со-
единенных консервативными комплементар-
ными последовательностями на 3’ и 5’ концах. 
L-сегмент обладает амбисентной стратегией 
кодирования, т.е. имеет участки как негативно, 
так и позитивно-нитевой РНК и кодирует РНК-
зависимую РНК полимеразу (белок L) и цинк-
связывающий Z белок. Считается, что Z-белок 
функционирует как матричный белок и отве
чает за образование вирусных частиц. S-сегмент 
кодирует нуклеопротеин (nucleoprotein, NP) и 
предшественник гликопротеина (glycoprotein 
precursor, GPC). Белки L и NP ассоциированы 
с геномной РНК в рибонуклеопротеидные и ну-
клеокапсидные комплексы. В состав GPC вхо-
дит cтабильный сигнальный пептид (stable signal 
peptide, SSP), имеющий функции шаперона для 
белка GP и необходимый для его процессинга 
в GP1 (эктодомен), и GP2 (трансмембранный 
домен), при инфицировании связывающие кле-
точный рецептор и опосредующие слияние со-
ответственно [47]. Есть данные, что нуклеопро-
теин (NP) и белок Z нарушают противовирусный 
клеточный ответ, ингибируя синтез интерферона 
типа I (IFN-I) [19]. 

LASV имеет широкий тропизм к клеткам пе-
чени, селезенки, надпочечников, почек и дру-
гих органов. Для рецепторо-опосредованно-
го эндоцитоза основным рецептором для GP1 
LASV служит α-дистрогликан (α-dystroglycan, 
α-DG) [47]. Профессиональные антиген-пре-
зентирующие клетки (АПК), такие как макро-
фаги и дендритные, являются первичными 
клетками-мишенями для LASV и поддерживают 
его репликацию. В результате инфицированные 
АПК не проходят стадии активации и созрева-
ния, что приводит к неэффективной обработке 

и представлению антигена специализирован-
ным лимфоцитам. Т-клетки субпопуляций CD4+ 
и CD8+, специфичные как к гликопротеиновому 
комплексу (GP1, GP2), так и к нуклеопротеину 
(NP) LASV, активируются в ранние сроки инфек-
ции и сохраняются у выживших в течение многих 
лет, нарушение же клеточного иммунитета при-
водит к виремии. Иммуноферментная оценка 
антигенемии в сыворотках крови пациентов по-
казала, что это маркер неблагополучного исхода 
заболевания [55]. 

Роль гуморального иммунного ответа при 
заражении LASV менее ясна. Индукция анти-
тел классов IgM и IgG обычно слабая, особен-
но низкий уровень нейтрализующих антител. 
Это может быть связано со структурными осо-
бенностями гликопротеинового комплекса, со-
держащего гликаны, закрывающие/ограничива-
ющие доступ антител к вирусным эпитопам  [31]. 
Продукция антител и их концентрация при ЛЛ не 
коррелирует с исходом заболевания [4]. Ней-
трализующие антитела обнаруживаются в сы-
воротке крови только через несколько месяцев 
после разрешения от острой инфекции и их 
титр продолжает расти, возможно, из-за нали-
чия персистирующего вируса, стимулирующего 
В-клетки. У переболевших и выживших лиц ан-
титела специфичны, в первую очередь, к белкам 
GP и NP. Исследования антигенной структуры 
LASV с помощью человеческих рекомбинант-
ных моноклональных антител (МКА) позволи-
ли выявить детерминанты, вызывающие синтез 
нейтрализующих антител  – это эпитопы в по-
следовательности аминокислот белков GP1, 
GP2 и NP соответственно [50]. Показано, что 
применение человеческих рекомбинантных 
МКА, специфичных к эпитопам белка GP, спо-
собствовало защите морских свинок и приматов 
от летальной инфекции [40].

2. Биологические модели 
2.1. Культуры клеток 
Впервые LASV был выделен на линии Vero 

(культуре клеток почки африканской зеленой 
мартышки), оказавшейся чувствительной для 
него культурой. Арбовирусное происхождение 
вновь открытого вируса было исключено, т.к. 
культуры клеток комаров вида Aedes aegypty и 
A. albopictus не способствовали его реплика-
ции [10]. Урожай изолята LASV из Сьерра-Леоне 
был получен в высоких титрах – 105-106 БОЕ/ мл 
(бляшкообразующих единиц на мл) при куль-
тивировании на Vero, а также на клеточных 
линиях почек свиньи, диплоидных и первич-
ных клетках почек эмбрионов человека. Мето-
дом иммунофлуоресценции, с использованием 
специфических антител, было показано, что до 
80% монослоя этих клеток инфицированы. Ви-
рус воспроизводился в титрах 104-105 БОЕ/ мл 
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на клеточных линиях: почки новорожденного 
сирийского хомячка (BHK-21), почки африкан-
ской зеленой мартышки (CV-1), раковой опухо-
ли шейки матки (HeLa), амниона человека (FL), 
эпидермоидной карциномы гортани человека 
(hep-2) и почки собаки. Формирование бляшек 
под слоем агара наблюдали только на монослое 
клеток CV-1 и Vero, а в первичных фибробла-
стах куриного эмбриона LASV не реплициро-
вался [35]. 

In vitro установлено, что дифференцировка 
первичных моноцитов человека в дендритные 
клетки усиливает прикрепление и проникно-
вение LASV через молекулы маннозы, располо-
женные на N-концевой части его субъединицы 
GP1 [25]. Дендритные клетки человека обеспе-
чивают высокий уровень репликации LASV без 
цитопатического эффекта. Взаимодействую-
щие с ними Т-клетки не активируются и не про-
лиферируют и, соответственно, не проявляют 
цитотоксичности. Макрофаги поддерживают 
вирусную репликацию также без цитопатиче-
ского эффекта, но при этом происходит актива-
ция/пролиферация нормальных киллеров (NK) 
и усиление их цитотоксических функций [51]. 

На культурах клеток мышиных и кури-
ных фибробластов, а также на культуре клеток 
НЕК293T (клетках почки эмбриона человека), 
недавно было показано, что успешная инфек-
ция LASV требует pH-зависимого переключе-
ния конформации его гликопротеина с первич-
ного α-DG рецептора на основной компонент 
мембраны лизосомы – лизосом-ассоциирован-
ный мембранный белок 1 (lysosome-associated 
membrane protein 1, LAMP1) [29]. Культуру кле-
ток НЕК293T также использовали для исследо-
вания альтернативных клеточных рецепторов 
для входа LASV, а культуру клеток Vero в каче-
стве контроля экспрессии α-DG. Было обнару-
жено, что Т-клеточный иммуноглобулино-му-
циновый рецептор TIM-1 (T cell immunoglobulin 
mucin domen) и без надлежащего гликозилиро-
вания опосредует инфицирование клеток этим 
вирусом [9].

2.2. Животные для моделирования ЛЛ 
Моделирование ЛЛ на животных имеет 

большое значение для получения данных о 
маркерах иммунитета при заражении инфек-
ционным препаратом LASV, а также об иммуно-
генности и эффективности кандидатных вак-
цин [47]. В природе LASV имеет ограниченное 
число видов-хозяев. Кроме основного резервуа-
ра (M.  natalensis), пока что обнаружено только 
два вида грызунов (М. erythroleucus и Hylomyscus 
pamfi), которые также могут участвовать в цир-
куляции вируса [43]. Для этих грызунов харак-
терно бессимптомное носительство, сопрово-
ждаемое пожизненной персистенцией вируса, 

который выделяется с мочой, калом, слюной 
и сохраняется в этих выделениях при высуши-
вании [1]. У людей ЛЛ может развиваться до 
геморрагической формы, с многочисленными 
осложнениями и летальным исходом. Но на ос-
новании того факта, что приблизительно у 80% 
инфицированных болезнь протекает в легкой 
форме или бессимптомно [49], а больной че-
ловек является источником инфекции в тече-
ние двух месяцев и вирус циркулирует в крови 
на фоне высокого уровня антител [4], можно 
сделать предположение, что иммунный ответ 
грызунов и человека при инфицировании LASV 
имеет некоторое сходство. 

Мыши могут быть экономичной моделью для 
исследования, но патогенность LASV зависит от 
вида или линии хозяина, его возраста и способа 
инфицирования [47]. За исключением молодых 
взрослых мышей линии СВА/J, инфицирован-
ных непосредственно в мозг, что приводит к 
фатальному судорожному иммунопатологиче-
скому заболеванию [59], инбредные лаборатор-
ные животные обладают высокой устойчиво-
стью к экспериментальной ЛЛ, особенно при 
использовании парентеральных путей зараже-
ния (подкожно или внутрибрюшинно). Только 
мыши с иммуннодефицитной системой, т.е. с 
отсутствием на клетках рецептора для интерфе-
ронов, могут быть восприимчивы к LASV. На-
пример, на мышиной линии C57BL/6 (Ifnar−/

 
B6) –  

модели летальной для LASV, было показано, 
что комбинированная терапия рибавирина с 
фавипиравиром приводила к синергической 
активности этих препаратов и способствова-
ла 100%-му выживанию животных [45]. Транс-
плантация клеток-предшественников костно-
го мозга человека облученным мышам линии 
C57BL/6 (Ifnar−/−B6), приводила к смертельной 
инфекции, связанной с отеком, виремией и по-
вреждением печени. Такая иммунопатология 
является ключевым компонентом патогене-
за LASV, зависит от популяции CD8+Т-клеток 
и напрямую коррелирует с геморрагическими 
проявлениями. Несмотря на применимость та-
ких животных для тестирования in vivo противо-
вирусного лечения, иммунодефицитные мыши 
не могут быть использованы для анализа меха-
низмов полноценного иммунитета [44]. 

Линии морских свинок: инбредных (штамм 
13) и аутбредных (Hartley) являются наиболее 
широко принятой моделью для изучения ЛЛ и 
испытания кандидатных вакцинных препара-
тов. Необходимо учитывать, что патогенность 
вирусных штаммов также зависит от линии это-
го хозяина. Например, внутрибрюшинное за-
ражение инбредных морских свинок вирусным 
штаммом Josiah приводит к развитию лихорад-
ки, потери веса и к 100%-ной гибели в течение 
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двух недель. В то же время у аутбредных мор-
ских свинок при инфицировании этим вирус-
ным штаммом летальность составляет от 30 до 
60%. У заболевших животных наблюдается лим-
фопения, нейтрофилия и снижение уровня сы-
вороточного альбумина. Виремия выявляется 
на 4-е сутки после заражения и ее уровень до-
стигает пика на 10-12-е сутки. Высокие титры 
вируса обнаруживаются также в лимфатических 
узлах, слюнных железах и внутренних органах – 
селезенке, поджелудочной железе, легких, пе-
чени, сердце, мозге, почках и надпочечниках. 
При этом, вирусные титры у свинок линии 
Hartley обычно ниже, чем у инбредных. Также 
показано, что инфекция LASV у морских сви-
нок может быть более миокардиотропной и ме-
нее гепатотропной, чем у людей [46]. Адаптация 
штамма Josiah к морским свинкам линии Hartley 
в течение 4 внутрибрюшинных пассажей в дозе 
104 TCID50/мл (tissue cytopathic infectious doses, 
50%-ных тканевых цитопатических инфициру-
ющих доз/мл) приводит к развитию болезни и 
равномерной гибели животных [53]. На инбред-
ных морских свинках (штамма 13) протести-
ровано несколько изолятов LASV, отнесенных 
к разным линиям. Изоляты: GA391 (выделен в 
Нигерии, генотип III), Josiah (Нигерия, IV) и 
Z-132 (Liberia, IV) оказались на 100% смертель-
ны для всех инфицированных животных в те-
чение 10-18 суток после заражения. Заражение 
изолятами Soromba-R (Mali, V) и Pinneo (Ниге-
рия, I) не приводило к развитию летальной ин-
фекции, но наблюдались такие симптомы, как 
вялость и потеря веса между 10-12-ми сутками 
после инфицирования [52]. 

Кролики не чувствительны к заражению 
LASV. Нативный инфекционный и инактиви-
рованный антигены одинаково индуцировали 
синтез специфических антител, уровень кото-
рых был пропорционален дозе антигенов при 
инокуляции и продолжительности времени при 
инфицировании [3]. У лошадей не развивалась 
персистирующая инфекция при их инфици-
ровании LASV [2]. Модель развития болезни 
и/ или летальности на основе сирийского хо-
мячка, используемая в настоящее время для из-
учения патогенеза многих вирусов, для ЛЛ пока 
не описана в литературе.

В литературе также нет данных об инфици-
ровании человека от обезьян в естественных 
условиях, тем не менее наиболее информатив-
ной опытной моделью для изучения патогене-
за ЛЛ являются приматы [1]. Виремия у макак 
вида «резус» (Macaca mulatta) появлялась через 
5-10 суток после подкожного заражения штаммом 
Josiah LASV (в дозе 106,1 БОЕ/мл) и ее титр увели-
чивался в течении болезни. Вирус был обнаружен 

в глазной и спинномозговой жидкости, лимфати-
ческих узлах и во многих внутренних органах  – 
почках, надпочечниках, селезенке, печени, серд-
це, легких, кишечнике, поджелудочной железе, 
костном и головном мозге, тимусе, скелетных 
мышцах, яичниках, мочевом пузыре, что говорит 
о его активной репликации в клетках этих тканей. 
Как правило, наибольшее количество вируса на-
ходилось в селезенке, печени, надпочечниках, 
костном мозге и кишечнике. Был повышен и уро-
вень сывороточных трансаминаз. Подобно ЛЛ у 
человека, тяжелая патология наблюдалась в пе-
ченочной, почечной и селезеночной ткани. Ле-
чение животных рибавирином, начатое в день 
вирусной прививки или через пять суток после 
заражения, способствовало развитию легкого 
клинического заболевания и более тяжелого за-
болевания соответственно. Тем не менее, неза-
висимо от времени начала лечения в этом экс-
перименте, ни одно животное не погибло [57]. 

Клинические проявления при инфицирова-
нии штаммом Josiah LASV у обезьян вида «ма-
кака-крабоед» (Macaca fascicularis) – лихорадка, 
потеря веса, депрессия и острый респираторный 
синдром. Кроме того, наблюдаются тромбоци-
топения, лимфопения, увеличение селезенки и 
лимфотических узлов, а также патологические 
изменения в печени, легких и эндотелии (та-
кие же симптомы обычно проявляются и у за-
болевших людей). Виремия у макак может быть 
обнаружена через 5-10 суток после заражения и 
ее титр увеличивается до момента гибели жи-
вотного. Высокие уровни виремии и фермен-
тов печени, низкие уровни активации Т-клеток 
и провоспалительных цитокинов (IL- 1β, IL-8, 
TNFα и IP-10), выраженная патология в клет-
ках печени и высокая продукция IL-6 являют-
ся прогнозами фатального исхода заболевания 
инфицированных животных, как и у людей с 
тяжелой формой ЛЛ. Наличие мультифокаль-
ных тяжелых поражений ЦНС является допол-
нительной характеристикой терминального за-
болевания у макак-крабоедов [27]. Истощение 
популяции Т-клеток происходит при тяжелой 
инфекции у этих животных, в то время как нор-
мальные Т-клеточные реакции контролируют 
вирусную репликацию. Показано, что у экспери-
ментально инфицированных макак отсутствие 
Т-клеточного ответа коррелирует с летально-
стью [6].

У обыкновенных игрунков (мармозеток) 
(Callithrix jacchus), инфицированных штаммом 
Josiah LASV, развивается системное заболевание 
с лихорадкой и потерей веса, высоким уровенем 
виремии и вирусной РНК в тканях, повыше-
нием активности ферментов печени. Гистопа-
тологические исследования выявляют мульти-
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фокальный некроз печени и надпочечников, 
интерстициальный нефрит и лимфоидное ис-
тощение. Эта модель уже была успешно исполь-
зована для характеристики ряда вирусных забо-
леваний, в том числе аренавирусных инфекций, 
вызванных вирусом Хунин (Junin virus, JUNV) и 
лимфоцитарного хориоменингита (lymphocytic 
choriomeningitis virus, LCMV). Небольшие раз-
меры мармозеток (от 320 до 450 г, когда они со-
держится в неволе) по сравнению с макаками 
могут позволить сократить расходы, связанные 
с исследованием эффективности вакцинных 
препаратов против LASV [11]. 

Отсутствуют данные по заражению прима-
тов вирусными штаммами разных генетических 
типов. Кроме исследований со штаммом Josiah 
LASV, для летального заражения макак-крабо-
едов описано только использование штамма 
Z-132 [52].

3. Варианты конструирования вакцинных пре-
паратов 

Необходимость разработки вакцин против 
новых вирусных патогенов стала очевидной 
во время эпидемии болезни, вызванной виру-
сом Эбола (БВВЭ) в Западной Африке в 2014-
2016 гг. Неотложность и важность превентивных 
мер против заражения LASV также очевидна, 
т.к. в настоящее время в Нигерии происходит 
беспрецедентно крупный всплеск случаев ЛЛ 
с высоким уровнем летальности [37]. LASV ха-
рактеризуется значительным генетическим разно-
образием, что затрудняет разработку вакцины [1]. 
Выделено несколько генотипов этого вируса, 
циркулирующих в разных регионах Африки [32, 
38, 43]. Эпидемиологические наблюдения за ЛЛ 
в Западной Африке показывают, что выживание 
от впервые встреченной инфекции обеспечи-
вает долгосрочную защиту от смертельного за-
болевания в будущем. Есть предположение, что 
повторное заражение другим вирусным геноти-
пом дополнительно способствует повышению 
иммунитета [34]. Так как молекулярный пато-
генез LASV и иммунные механизмы защиты не 
полностью понятны, ценность животных мо-
делей в прогнозировании исходов вакцинации 
может быть ограничена. По этим причинам, по 
мнению исследователей из США и Великобри-
тании, эффективное продвижение перспектив-
ных кандидатных вакцин для клинических ис-
пытаний будет иметь решающее значение для 
характеристики иммунитета, опосредованного 
вакциной [47]. Учитывая ежегодную заболе-
ваемость ЛЛ, вакцинация, скорее всего, будет 
проходить в эндемичных районах Западной 
Африки через путь одобрения и испытания эф-
фективности сразу на людях, а не через "Animal 

Rule", как обычно принято для таких исследо-
ваний [39]. 

3.1. Инактивированная вакцина
Вакцина на основе препарата LASV, обра-

ботанного γ-радиацией, индуцировала синтез 
антител, специфичных к структурным белкам 
LASV, но не предотвращала вирусной репликации 
и гибели макак-резус в результате инфицирова-
ния даже на фоне высокого уровня антител. На 
момент гибели иммунизированных и контроль-
ных животных уровень титров вируса в сыворот-
ках крови и органах не отличались [39].

3.2. ДНК-вакцина
ДНК-конструкция оптимизирована кодо-

нами для повышения экспрессии нуклеотид-
ной последовательности GPC штамма Josiah 
у видов-реципиентов (морских свинок или 
макак). Морские свинки (линия штамм 13), 
вакцинированные трижды путем дермальной 
электропорации в дозе по 100 мкг ДНК, были 
полностью защищены при внутримышечном 
заражении летальной дозой 103 БОЕ/мл штамма 
Josiah LASV. Свинки оставались афебрильны-
ми, без признаков заболевания и виремии (по 
сравнению с контрольными инфицированными 
животными) до конечной точки эксперимен-
та (до 28-ми суток от инфицирования). Титры 
нейтрализующих антител достигали максимума 
на 21-е сутки от инфицирования и затем убы-
вали. Тем не менее при повторном заражении 
через 120 суток после окончания первого экс-
перимента, иммунизированные животные не 
заболели  [13]. Впоследствии макаки-крабоеды 
получали две или три дозы ДНК (10 мг одно-
кратно при инъекции путем дермальной элек-
тропорации по 2,5 мг в четыре разных места). 
Иммунизация индуцировала синтез нейтрали-
зующих антител. Через пять недель после окон-
чательной вакцинации животные подвергались 
заражению в дозе 103 БОЕ/мл штамма Josiah, но 
никаких симптомов болезни, лихорадки или 
виремии у вакцинированных приматов не было 
обнаружено  [14]. ДНК-конструкция INO-4500 
против LASV в настоящее время является самым 
продвинутым вакцинным препаратом и первым, 
который предполагается для введения доброволь-
цам для оценки безопасности, переносимости и 
эффективности. Этот кандидат имеет дополни-
тельные преимущества по сравнению с реком-
бинантными вирусными векторными платфор-
мами по относительной простоте конструкции, 
скорости изготовления и условий хранения. Но 
обычно ДНК-вакцины обладают низкой иммуно-
генностью, что требует многократных доз, достав-
ляемых с помощью дермальной электропорации. 
В сельских эндемичных районах Африки будет 
сложно внедрить в широкое применение этот ме-
тод, особенно во время вспышек. В связи с этим, 
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ДНК-вакцина, скорее всего, будет применяться к 
локализованным группам, т.е. среди сотрудников 
больниц [47]. 

3.3. Реассортантная платформа 
Разработан кандидат на основе непатогенно-

го для человека клона ML29 реассортанта аре-
навируса Мопея (Mopeia, MOPV) с LASV при 
смешанном их культивировании на культуре 
клеток Vero. Геном гибридного клона ML29 име-
ет генотипические характеристики L-сегмента 
РНК MOPV (штамм An20410) и S-сегмента РНК 
LASV (штамм Josiah), сохраняя непатогенный 
профиль MOPV и желаемую индукцию сильных 
защитных иммунологических реакций против 
LASV. Однократная подкожная инъекция в дозе 
103 БОЕ/мл полностью защищала морских сви-
нок (штамм 13) от трех LD50 (50%-х летальных 
доз), без виремии, клинических проявлений и 
биохимических нарушений. Гистологическое 
исследование не выявило в тканях иммунизиро-
ванных животных каких-либо поражений, по-
добных у контрольных инфицированных мор-
ских свинок. Антитела класса IgG, в основном 
не нейтрализующие и специфичные к белку NP, 
были обнаружены уже в конце первой недели 
иммунизации и их титры достигли пика (выше, 
чем 104/мл) вскоре после инфицирования [12]. 
Однократная подкожная инъекция клона ML29 в 
дозе 103 БОЕ/мл индуцировала увеличение коли-
чества Т-клеток (CD14+ и CD3+), была безопасна, 
иммуногенна и эффективна при подкожном же 
инфицировании обыкновенных игрунков штам-
мом Josiah LASV также в дозе 103 БОЕ/мл. Из ше-
сти иммунизированных животных виремия на-
блюдалась у одного, но дожившего до конечной 
точки исследования на 35-е сутки [36]. В ответ 
на обеспокоенность по поводу безопасности 
применения реассортантной вакцины в Африке 
в популяции людей, инфицированных вирусом 
иммунодефицита, проведено исследование на 
макаках-резус. Эти животные на поздней стадии 
после инфицирования вирусом иммунодефицита 
обезьян были параллельно иммунизированы реас-
сортантом ML29. В результате макаки-резус не 
проявили клинических признаков ЛЛ или хро-
нической инфекции. У всех вакцинированных 
животных обнаружены ML29-специфические 
клеточные и гуморальные иммунные реакции. 
Но, несмотря на продемонстрированные пре-
имущества этой платформы, ML29 пока недо-
статочно исследован в плане риска его возвра-
щения к дикому генотипу LASV [61].

3.4. На основе аттенуированного штамма ви-
руса желтой лихорадки 

Аттенуированный штамм 17D вируса жел-
той лихорадки (Yellow fever virus, YFV17D) был 
получен в 1948 г. при серийном пассировании 
штамма Asibi дикого типа YFV в тканях раз-

вивающегося куриного эмбриона [22]. Штамм 
YFV17D является единственной лицензиро-
ванной живой вакциной против флавивируса 
(Flavivirus) и используется для разработки экс-
периментальных химерных вакцин, индуциру-
ющих синтез антител, нейтрализующих другие 
антигенно-родственные патогены. Например, 
платформа YFV17D имеет превосходные по-
казатели безопасности и эффективности вак-
цин против флавивирусов, вызывающих такие 
болезни, как Японский энцефалит, лихорадки 
денге, Зика и Западного Нила [18]. Отдельные 
векторы, содержащие нуклеотидные последова-
тельности полного гена GPC штамма AV LASV 
или только его части GP1+GP2 штамма Josiah, 
вставленные между последовательностями генов 
Е и NS1 генома YFV17D, обеспечивали защиту 
морских свинок (линии штамм 13) на 80 и 83% 
соответственно, от инфицирования гомоло-
гичными видами вирусов в дозах 105 БОЕ/мл и 
5 × 106 БОЕ/мл [8, 30].

3.5. На основе вируса кори 
Вакцина против вируса кори (Measles virus, 

MV) на основе аттенуированного штамма 
Schwarz, проверенная на безопасность в мире 
за период 40 лет при введении 2 млрд детей, 
обеспечивает пожизненную защиту от болезни 
при однократной дозе. Для изучения защиты 
от других опасных вирусов, например, имму-
нодефицита и папилломы человека, Западного 
Нила, денге, гепатита В, Чикунгунья, Нипах, 
Эбола и др., аттенуированный MV был преоб-
разован в химерный рекомбинантный вакцин-
ный вектор. Разработан вектор MV и для LASV 
(GPC+NP) и большая емкость вставки чужерод-
ных генов позволила получить стабильный выход 
целевых антигенов в организме иммунизирован-
ных животных. Показано, что разовая доза MV-
LASV (GPC+NP) защищает макак-резус от ле-
тальной инфекции [23]. Однако такой подход в 
конструировании вакцины имеет практическую 
проблему, т.к. многие серологические диагно-
стические наборы на ЛЛ основаны на обнару-
жении антител, специфичных к белку NP LASV. 
Если этот белок будет включен в вакцину, тогда 
не будет четкого диагностического маркера для 
отличия вакцинированных лиц от инфициро-
ванных [47].

3.6. На основе рекомбинантного вируса оспо-
вакцины

В 1987 г. описана первая вакцина против ЛЛ 
на основе рекомбинантного вируса осповакцины 
штамма Lister (vacccinia virus-vectored vaccines, 
VVVV-NP), экспрессирующего ген белка NP LASV. 
Эта вакцина при исследовании на беспородных 
морских свинках линии Hartley при их зараже-
нии в дозе 107 БОЕ/мл нигерийским штаммом 
GA391, была эффективна на 100%. У  вакцини-
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рованных свинок не было признаков заболевания 
и вирус не был обнаружен в сыворотках крови, в 
то время как все контрольные животные погибли 
между 14-16-ми сутками от инфекции с обычным 
течением заболевания, включающим пирексию 
(лихорадку), анорексию, виремию [15]. Использо-
вание инбредной линии морских свинок (штамм 
13), адаптированной к вирусному штамму Josiah, 
подтвердило защитную эффективность на 94 и 
97% различных VVVV (VVVV-NP или VVVV-GP), 
экспрессирующих гены NP или GP LASV соот-
ветственно [41]. При подкожной иммунизации 
макак-крабоедов и их инфицировании (так-
же подкожно в дозе 103- 104  БОЕ/мл штаммом 
Josiah) результаты были противоречивые, от 
нулевой эффективности (при использовании 
VVVV-NP или VVVV-GP) и до 67% (при исполь-
зовании VVVV-GPС) [21]. У вида «макака-резус» 
эффективность VVVV-NP и VVVV-GPS была на 
43 и 100% соответственно [21, 20]. Рекомбинант-
ный вирус осповакцины (штамм NYBH), экспрес-
сирующий комплекс GPC, защищал макак-резус 
на 100% от инфицирования штаммом Josiah в дозе 
109 БОЕ/ мл [20]. И этот же осповакцинный вектор 
(штамм NYBH) VVVV-GPС или VVVV-GPС+NP 
был эффективен на макаках (видов «резус» и 
«крабоед») на 88 и 90% соответственно [21].

3.7. На основе вируса венесуэльского энцефали-
та лошадей

Репликативно-дефектные вирусные плат-
формы вируса венесуэльского энцефалита 
лошадей (Venezuelan equine encephalitis virus, 
VEEV) осуществляют трансдукцию целевых ге-
нов, выполняя только один цикл репликации. 
Таким образом, они поддерживают предпо-
чтительный профиль безопасности инактиви-
рованных вакцин, обладая при этом большей 
иммуногенностью. С использованием реплико-
нов VEEV (экспрессирующих гены NP или GPC 
LASV) для иммунизации морских свинок (линии 
штамм 13, адаптированной к вирусному штам-
му Josiah), продемонстрированы протективные 
свойства (100%-ная защита) при инфицировании 
этих животных вирусом в дозе 107 БОЕ/ мл. Од-
нако для обеспечения такого результата требо-
валось три дозы препарата репликонов, что не 
подходит для предполагаемого использования 
вакцины среди африканского населения, про-
живающего в эндемичных сельских районах с 
отсутствием надежной инфраструктуры здраво-
охранения. Такие вакцинные препараты целе-
сообразно использовать для медицинского и во-
енного персонала, которые более организованы 
и доступны для повторной иммунизации  [48]. 
Разработана многовалентная рекомбинантная 
конструкция VEEV, кодирующая ген GPC от-
даленно-родственных штаммов линий I (LP) и IV 
(Josiah) LASV и защищающая от гибели инбред-

ных мышей линии CBA/J посредством индуциро-
ванных перекрестно-реактивных многофункцио-
нальных Т-клеточных ответов [58].

3.8. На основе вируса везикулярного стомати-
та крупного рогатого скота 

Вирус везикулярного стоматита (Vesicular 
stomatitis virus, VSV) является естественным 
патогеном домашнего скота, вызывая потерю 
молока, везикулярные поражения вокруг со-
сков, рта и копыт. Люди могут заразиться при 
контакте с животными в сельской местности. 
VSV-инфекция у людей обычно протекает бес-
симптомно, иногда развивается лихорадка с 
миалгией, головной болью и тошнотой. Но без-
опасность рекомбинантного VSV (rVSV) для лю-
дей в Западной Африке недавно была показана 
в фазе III клинических испытаний вакцины на 
платформе rVSV против вируса Эбола [16]. Пре-
имущества вакцины на основе rVSV состоят в 
высоком уровне ее иммуногенности и практи-
ческом отсутствии в человеческой популяции 
иммунитета к этому вектору, который может 
значительно снизить эффективность вакцины. 
Ограничения этой платформы заключаются в 
отсутствии термостабильной формы и реакто-
генности, проявляющейся в виде лихорадки, 
головной боли, усталости и миалгии [28].

В первом исследовании, характеризующим 
вакцину на основе rVSV-GPС против LASV 
штамма Josiah, макаки-крабоеды были вакци-
нированы внутримышечно с однократной дозой 
2 × 107 БОЕ/мл. На момент инфицирования у всех 
животных индивидуальный уровень нейтрализую-
щих антител класса IgG был в титре 1/320 и все они 
выжили после внутримышечного заражения в дозе 
104 БОЕ/мл вирусным штаммом Josiah, несмотря 
на кратковременную виремию у двух макак, у 
которых, тем не менее, не развилась лихорадка 
или другие симптомы, а также не было измене-
ний в биохимических показателей крови. У трех 
из четырех вакцинированных макак после за-
ражения была обнаружена продукция CD8+ 
лимфоцитами гамма интерферона (interferon 
gamma, IFNγ) и фактора некроза опухоли (tumor 
necrosis factor alpha, TNFα). Таким образом, по-
казано, что оба типа иммунного ответа играют 
важную роль в защите от LASV [24]. Учитывая 
значительные генетические различия между ге-
нотипами LASV, далее была исследована возмож-
ность перекрестной защиты, вызываемой этой 
конструкцией rVSV-GPС-LASV(Josiah), против 
различных географических изолятов LASV: из 
Сьерре-Леоне (штамм Josiah, линия IV), из Либе-
рии (штамм Z-132, линия IV), из Мали (штамм 
Soromba-R, линия V) и из Нигерии (штамм 
Pinneo, линия I)  на морских свинках (линия 
штамм 13) при их внутрибрюшинной иммуниза-
ции в дозе 106 БОЕ/мл и последующем заражении 
инфекционным материалом в дозе 104  БОЕ/мл. 
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В результате заражение штаммами Josiah и Z-132 
приводило к 100%-ной гибели контрольных 
животных, а иммунизированные выживали без 
признаков заболевания. Инфекции, вызванные 
штаммами Soromba-R и Pinneo, не были полно-
стью смертельны для контрольной группы, од-
нако наблюдались признаки болезни (летаргия 
и потеря веса) в течение 10 суток. У вакциниро-
ванных животных признаков болезни зафикси-
ровано не было [60]. На макаках-крабоедах так-
же показано, что внутримышечная иммунизация с 
rVSV-GPС-LASV (Josiah) (в дозе 7 × 107 БОЕ/ мл) 
защищала их от болезни при внутримышечном 
инфицировании препаратом штамма Z-132 в 
дозе 104 TCID50/мл. У контрольных приматов 
проявлялись симптомы заболевания к 13-м сут-
кам после заражения  [24]. Вспышка ЛЛ, про-
должающаяся в настоящее время в Нигерии, по 
данным секвенирования, вызвана изолятами 
LASV, относящимися к линиям II и III [32], поэто-
му rVSV-GPС-LASV (Josiah) необходимо прове-
рять на эффективность и против этих вирусных 
генотипов [47].

3.9. На основе аденовируса шимпанзе 
Рекомбинантные аденовирусные вектора 

(Adeno-based vaccines, AdV) уже давно исследу-
ются в качестве вакцинных платформ, однако 
наличие в сыворотках крови людей нейтрали-
зующих антител, специфичных к человеческим 
штаммам AdV, ингибирует иммуногенность и 
защитную эффективность таких препаратов. 
Обойти эту проблему стало возможным с ис-
пользованием AdV приматов. Вектор ChAdOx1 
является производным от штамма Y25 AdV 
шимпанзе с удалением гена, кодирующего на-
ружный вирусный гликопротеин Е1 и, соот-
ветственно, некомпетентного к репликации. 
Несмотря на отсутствие репликации, вектор 
ChAdOx1-GP-LASV при разовой иммунизации 
продемонстрировал защитную эффективность 
GP-специфических антител на модели летальной 
ЛЛ (на морских свинках линии Hartley) против 
штамма Josiah. Дополнительные исследования 
на беспородных мышах линии CD1 дали дока-
зательства индукции перекрестно-реактивных 
Т-клеточных ответов на белок GP LASV штам-
мов, относящихся к линиям I-III [47].

3.10. Вирусоподобные частицы
Использование модифицированного век-

тора VVVV штамм Ankara, дефектного по репли-
кации, но экспрессирующего гены GPС и ма-
триксного белка Z, приводит к формированию 
вирусоподобных частиц (virus-like particle, VLPs) 
в культуре клеток. Иммуногенность и эффектив-
ность VLPs испытана на мышах линии CBA/J, 
и показано, что однократная доза (нет данных 
по концентрации) на 100% защищает этих жи-
вотных от летальной дозы реассортанта ML29 
MOPV/LASV, доставляемого непосредственно в 
мозг. При этом VLPs индуцировали низкие уров-

ни антител, но стимулировали CD4+ и CD8+Т-
клеточные реакции [54].

Заключение 
LASV опасен для человеческой популяции, 

т.к. передача вируса может происходить как от 
зоонозного источника в Африке алиментар-
ным, воздушно-пылевым, воздушно-капель-
ным путем, так и от человека к человеку через 
инфицированную кровь или другие жидкости 
организма заболевших людей на эндемичных 
территориях или при импортированных случа-
ях. Данные по летальности от ЛЛ в разных ис-
точниках сильно варьируют, отмечается связь 
географического расположения вспышек с кли-
ническими симптомами, вероятно, из-за раз-
личной вирулентности циркулирующих вирус-
ных генотипов. Клеточные иммунные ответы 
играют основную роль в обеспечении защиты 
при заражении LASV. Показано, что нарушение 
функции клеточного иммунитета при ЛЛ приво-
дит к виремии и является плохим прогностиче-
ским признаком. При благоприятном течении 
болезни в ранние сроки активируются Т-клетки 
субпопуляций CD4+ и CD8+, специфичные как 
к гликопротеиновому комплексу (GP1, GP2) так 
и к нуклеопротеину (NP) LASV. Продукция же 
антител после инфицирования LASV не корре-
лирует с исходом заболевания, и больной чело-
век является источником инфекции в течение 
двух месяцев, т.к. вирус циркулирует в крови 
на фоне высокого уровня антител. Нейтрали-
зующие антитела обнаруживаются в сыворотке 
крови заболевших только через несколько ме-
сяцев после разрешения от острой инфекции 
и специфичны, в первую очередь, к белкам GP 
и NP. Разрабатываемые вакцины нацелены на 
индукцию антител, специфичных к этим бел-
кам. Использование живых аттенуированных 
вирусов или рекомбинантных векторов явля-
ется привлекательным подходом к разработке 
профилактических препаратов против ЛЛ, т.к. 
обеспечивают более эффективный естествен-
ный путь для представления вирусных анти-
генов клеткам иммунной системы. Из мелких 
животных моделей ЛЛ для испытания вакцин 
против LASV подходят мыши и морские свин-
ки, но необходимо учитывать, что патогенность 
вирусных штаммов зависит вирусного генотипа 
и линии животного-хозяина. Хотя в литературе 
нет данных об инфицировании человека LASV 
от обезьян в естественных условиях, тем не ме-
нее наиболее информативной опытной моде-
лью для изучения патогенеза ЛЛ и эффективно-
го испытания вакцин являются приматы.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ПЕРЕОРИЕНТИРОВАНИЕ 
ФЕНОТИПА ФУНКЦИОНАЛЬНО ЗНАЧИМЫХ 
СУБПОПУЛЯЦИЙ И МИКРОБИЦИДНОЙ АКТИВНОСТИ 
НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ ДЕТЕЙ С ГНОЙНО-
ВОСПАЛИТЕЛЬНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ ПОД ВЛИЯНИЕМ 
ГЛЮКОЗАМИНИЛМУРАМИЛДИПЕПТИДА В СИСТЕМЕ 
IN VITRO
Нестерова И.В.1, 2, Чудилова Г.А.1, Митропанова М.Н.1,  
Павленко В.Н.1, Ломтатидзе Л.В.1, Ковалева С.В.1, Тараканов В.А.1, 
Барова Н.К.1
1 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов» Министерства науки и высшего образования РФ, 
Москва, Россия

Резюме. Многочисленными исследованиями последнего десятилетия убедительно доказано, что 
полноценность работы нейтрофильных гранулоцитов (НГ) предопределяет течение и исход многих 
заболеваний. Выявление вариантов фенотипа функционально значимых субпопуляций НГ – новый 
подход, позволяющий на молекулярном уровне оценить адекватность или дефектность включения 
НГ в реализацию процессов инфекционного воспаления. Возможность переориентирования дефект-
ного фенотипа субпопуляций НГ при гнойно-воспалительных заболеваниях за счет перестройки ре-
цепторной оснащенности под влиянием различных иммунотропных субстанций может послужить 
ключом к восстановлению нормального функционирования НГ. Цель – изучить влияние ГМДП в 
системе in vitro на фенотип четырех функционально значимых субпопуляций CD62L+СD63-НГ, 
CD62L+СD63+НГ, CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ, CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ и с оценкой микро-
бицидной активности НГ у детей с гнойно-воспалительными заболеваниями. 

Исследованы 190 образцов периферической крови (ПК) детей 2-4 лет: 12 с малой гнойной инфек-
цией (МГИ) и 7 условно здоровых детей. ПК детей инкубировали в течение 60 мин. при Т 37 °С с ГМДП 
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(в концентрации 10-6 г/л). Проводили оценку относительного количества субпопуляций НГ: СD64-

CD16+CD32+CD11b+НГ, СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ, CD62L+СD63-НГ, CD62L+СD63+НГ с оцен-
кой плотности экспрессии молекул по MFI методом проточной цитометрии. Одновременно проводи-
ли тестирование фагоцитарной и микробицидной функции НГ в исследуемых группах. Полученные 
результаты свидетельствуют о наличии четырех различных субпопуляций НГ как у условно здоровых  
детей, так и у детей с МГИ. При этом выявлена трансформация фенотипа изучаемых субпопуляций 
НГ у пациентов с МГИ, сопровождающаяся нарушениями фагоцитарной и микробицидной функций 
клеток. Установлено в системе in vitro, что под влиянием ГМДП произошло переориентирование транс-
формированного фенотипа 4 функционально значимых субпопуляций НГ пациентов с МГИ. При 
этом увеличилось количество НГ субпопуляций CD62L+CD63+НГ и CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ, на 
фоне снижения количества НГ субпопуляции CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ и CD62L+CD63-НГ, что 
сопровождалось восстановлением микробицидной активности НГ. 

Полученные данные позволяют дополнить современные представления о механизмах иммуно-
тропных эффектов ГМДП и расширяют область его экспериментального и клинического применения. 
Выявленные в системе in vitro эффекты влияний ГМДП, заключающиеся в реорганизации фенотипа 
функционально значимых субпопуляций НГ СD64-CD16+CD32+CD11b+, СD64+CD16+CD32+CD11b+, 
CD62L+СD63-, CD62L+СD63+ при нетипично протекающих гнойно-воспалительных заболеваниях у 
детей, могут быть использованы в дальнейшем для разработки новых иммунотерапевтических страте-
гий, направленных на коррекцию дисфункций НГ при малой гнойной инфекции у детей. 

Ключевые слова: нейтрофильные гранулоциты, эксперимент in vitro, субпопуляции, глюкозаминилмурамилдипептид, малая 
гнойная инфекция, дети

IN VITRO PHENOTYPIC RE-ORIENTATION OF FUNCTIONALLY 
IMPORTANT NEUTROPHIL SUBPOPULATIONS AND THEIR 
MICROBICIDAL ACTIVITY IN THE CHILDREN WITH PURULENT 
INFLAMMATORY DISEASES INFLUENCED BY GLUCOSAMINIL 
MURAMILDIPEPTIDE 
Nesterova I.V.a, b, Chudilova G.A.a, Mitropanova M.N.a, Pavlenko V.N.a, 
Lomtatidze L.V.a, Kovaleva S.V.a, Tarakanov V.A.a, Barova N.K.a
a Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation  
b Peoples’ Friendship University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Numerous studies over last decade have shown that functional capacity of neutrophil granulocytes 
(NG) determines the course and outcome of many diseases. Identification of phenotypic variants of 
functionally significant NG subpopulations is a new approach allows us to assess the adequacy or deficiency 
of NG involvement into infectious inflammation processes at molecular level. An opportunity of reorienting 
a deficient NG subpopulational phenotype in purulent inflammatory diseases due to the rearrangement of 
the receptor set induced by various immunotropic substances may serve as a key to recovery of normal NG 
functioning. 

Our aim was to study the effect of glucosaminylmuramyldipeptide (GMDP) under in vitro conditions 
upon the phenotypic profile of four functionally significant subpopulations, i.e., CD62L+CD63-NG, 
CD62L+CD63+NG and CD64-CD32+CD16+CD11b+NG, CD64+CD32+CD16+CD11b+NG, along with 
assessment of expression density of appropriate membrane molecules and NG microbicidal activity in 
the children with purulent inflammatory diseases. 90 samples of peripheral blood (PC) were taken from 
children 2 to 4 years old, including 12 children with minor purulent infection (MPI), and 7 children were 
studied as conditionally healthy controls. Their peripheral blood was incubated for 60 minutes at 37 °C with 
GMP (10-6 g/l). Using flow cytometry technique, the relative numbers of some NG subpopulations, i.e.,  
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CD64-CD16+CD32+CD11b+NG, CD64+CD16+CD32+CD11b+NG, CD62L+CD63-NG, CD62L+CD63+NG 
were evaluated, and the phenotype features of each subpopulation were investigated according to the density 
of appropriate membrane molecule expression (MFI). In parallel, phagocytic and microbicidal activity of NG 
was tested in these study groups. The obtained data indicate for presence of for distinct NG subpopulations, 
both in healthy children and in children with MPI. We have revealed phenotypic transformation of the four 
studied NG subpopulations from MPI patients including disturbed phagocytic and microbicidal functions of 
the cells. Using of this in vitro system, we have shown that the transformed phenotype of the four functionally 
significant NG subpopulations of MPI patients was re-arranged under GMDP treatment. At the same time, 
the number of CD62L+CD63+NG and CD64-CD32+CD16+CD11b+ NG subpopulations was increased, along 
with decreased amounts of CD64+CD32+CD16+CD11b+NG and CD62L+CD63-NG subpopulations, being 
accompanied by restoration of microbicidal activity of NGs. 

The obtained data allow us to accomplish current understanding of immunotropic effects of GMDP, and 
to extend the potential scope of its experimental and clinical application. The new data on GMDP effects 
revealed by in vitro system, i.e. phenotype rearrangement of functionally significant NG subpopulations  
CD64-CD16+CD32+CD11b+, CD64+CD16+CD32+CD11b+, CD62L+CD63-, CD62L+CD63+ in atypical 
purulent inflammatory diseases in children, may be used in the future in order to develop innovative strategies 
of immunotherapy aiming for correction of NG dysfunction in children with MPI.

Keywords: neutrophilic granulocytes, in vitro testing, subpopulations, glucosaminilmuramildipeptide, minor purulent infection, 
children

Исследование выполнено в рамках го-
сударственного задания Министерства 
здравоохранения Российской Федерации 
№  АААА-А18-118122690053-0 и при частич-
ной финансовой поддержке администрации 
Краснодарского края в рамках научного проекта  
№ 47-08-10-10.5/19.

The study was carried out as part of the state as-
signment of the Ministry of Health of the Russian 
Federation (No. AAAA-A18-118122690053-0)  
and with partial financial support from admin-
istration of Krasnodar Region (scientific project  
No. 47-08-10-10.5/19).

Введение
На современном этапе достигнуты значи-

тельные успехи в клинической медицине по 
терапевтическому контролю многих инфекци-
онно-воспалительных заболеваний, но, тем не 
менее, отмечен неуклонный рост нетипично 
протекающих инфекционно-воспалительных, в 
том числе гнойно-воспалительных заболеваний, 
не отвечающих на методы стандартной терапии. 
Безусловно, такой рост нетипично протекаю-
щих гнойно-воспалительных заболеваний свя-
зан с неспособностью иммунной системы свое
временно и адекватно отвечать на микробную 
агрессию  [8]. Известно, что развитие иммунной 
системы ребенка переживает ряд критических 
этапов становления, среди которых возраст 2-4 
года считается одним из наиболее уязвимых. Это 
проявляется высокой подверженностью к по-
вторным острым вирусным респираторным ин-

фекциям и острым и хроническим рецидивиру-
ющим гнойно-воспалительным заболеваниям, 
включая малые гнойные инфекции (МГИ) кожи 
и подкожно-жировой клетчатки [2]. Особенно-
стями этиологии МГИ является увеличение ко-
личества условно-патогенных микроорганизмов, 
что имеет в основе снижение противоинфекци-
онного иммунитета и негативные изменения в 
микробиоме кожи как следствие ухудшающейся 
экологии и селективного воздействия антибио-
тиков [7]. 

Не вызывает сомнений, что одной из причин 
иммунокомпрометированности может быть неа-
декватное включение, гипо- или гиперактивация 
функций нейтрофильных гранулоцитов (НГ), 
доминантных эффекторных и регуляторных кле-
ток врожденного и адаптивного иммунитета, что 
приводит к развитию заболеваний с недостаточ-
ным терапевтическим контролем [15]. Много-
численными исследованиями последнего десяти-
летия убедительно доказано, что полноценность 
работы НГ предопределяет течение и исход мно-
гих заболеваний, так как данные клетки облада-
ют высокой пластичностью и легко претерпева-
ют реаранжировку рецепторного оснащения под 
действием экстрацеллюлярного окружения [11, 
20]. Играя решающую роль в антибактериальной 
защите, НГ реализуют свои функции путем фа-
гоцитоза, трансмембранной дегрануляции, обра-
зования нейтрофильных внеклеточных ловушек 
(NET) и эктосом [17].

Способности НГ к фагоцитозу и киллингу тес-
но сопряжены с их фенотипическими характе-
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ристиками: количеством и уровенем экспрессии 
таких мембранных маркеров, как CD11b, CD16, 
CD32, CD64, CD62L, CD63 [20].

НГ конституитивно экспрессируют CD11b 
(Mac-1, CR3A) и CD16 (FcγRIII) рецепторы. 
Включение НГ в иммунный ответ на патоген со-
провождается транслокацией внутриклеточных 
резервных пулов CD16 и CD11b на мембрану, и в 
периферической крови многократно увеличива-
ется количество активированных НГ с высокой 
плотностью мембранной экспрессии [3]. Микро-
бицидный профиль НГ ассоциирован с CD16 и 
CD11b поверхностными мембранными рецепто-
рами, играющими роль триггеров, запускающих 
каскад активационных и регуляторных процес-
сов. Показано, что CD11b (в присутствии субъ-
единицы CD18) и миелопероксидаза НГ ини-
циируют внутриклеточные сигнальные пути с 
последующей экзоцитозом гранул НГ, активаци-
ей NADPH-оксидаз, усилением поверхностной 
экспрессии CD11b и других рецепторов CD64, 
CD32, CD16, CD40, CD80, CD86, HLA-DR и 
TLR по механизму аутокринной регуляции [6]. 

CD16 (FcγRIII) – низкоаффинный рецептор, 
отвечающий за цитотоксическую функцию НГ. 
Связывание CD32 (FcγRII), CD16 с IgG иници-
ируют разнообразные ответы, включая антитело-
зависимую клеточную цитотоксичность (АЗКЦ), 
фагоцитоз, дегрануляцию, образование актив-
ных форм кислорода и пролиферацию [1, 16]. 
Повышение функциональной активности НГ на-
ходится в прямой связи с высокой мембранной 
экспрессией CD16-рецепторов. Низкоаффин-
ный CD32(FcγRII) участвует в активации сборки 
NADPH-оксидазного комплекса, обеспечивает 
процессы захвата антигена, регуляторные и ци-
тотоксические механизмы НГ [19]. Молекулы 
CD16(FcγRIII) и CD32(FcγRII) опосредуют взаи-
модействие НГ с иммунными комплексами [12, 
21]. Высокоаффинный рецептор CD64 (FcγRI) 
экспрессируется на «незрелых» НГ и связывает 
иммуноглобулины (IgG1, 3, 4). Увеличенная экс-
прессия CD64 на НГ является маркером развития 
бактериальных инфекций в ответ на индуцирую-
щие стимулы: компоненты микробной стенки 
(липополисахарид – ЛПС), компоненты компле-
мента и провоспалительные цитокины [13, 14]. 

CD62L (LECAM-1)  – рецептор адгезии/хо-
минга, участвующий в движении и проникнове-
нии НГ в зону воспаления. 

CD63 (LAMP-3)  – тетраспанин, основной 
маркер азурофильных гранул, по которому кос-
венно можно оценить активность миелоперок-
сидазы [4, 9]. Также CD63 являются белками-
посредниками в сигналинге, влияющими на 

активацию НГ и регуляторное воздействие на 
адгезию через CD11/CD18 [4]. 

Глюкозаминилмурамилдипептид (ГМДП)  – 
полусинтетический аналог пептидогликана кле-
точной стенки бактери. Контакт ГМДП с внутри-
клеточно расположенными NOD2-рецепторами 
приводит к активации сигнальных путей с ини-
циацией синтеза цитокинов, участвующих в вос-
палительных реакциях, вызывая стимуляцию эф-
фекторных функций фагоцитов [10, 18].

Несмотря на большой интерес, проявляемый 
в последние годы к особенностям функциони-
рования НГ при различных патологиях и боль-
шой объем накопленной информации, малоиз-
ученным остается вопрос: как трансформируется 
фенотип субпопуляций НГ при формировании 
ответа со стороны НГ на бактериальные анти-
гены при нетипично протекающих гнойно-вос-
палительных заболеваниях у детей, в том чис-
ле при малой гнойной инфекции. Кроме того, 
практически мало изучена роль функционально 
значимых субпопуляций НГ  – CD62L+СD63-,  
CD62L+СD63+, СD64-CD16+CD32+CD11b+, СD64+ 

CD16+CD32+CD11b+ у условно здоровых детей и 
детей с инфекционно-воспалительными заболе-
ваниями. Выявление вариантов фенотипа суб-
популяций НГ, с учетом плотности экспрессии 
каждой из молекул, позволяет на молекулярном 
уровне оценить адекватность или дефектность 
включения НГ в реализацию процессов инфек-
ционного воспаления [19, 22]. При этом ранее не 
проводилась оценка изменения фенотипа субпо-
пуляций НГ за счет перестройки рецепторной ос-
нащенности и восстановления функциональной 
активности НГ под влиянием субстанции глю-
козаминилмурамилдипептида (ГМДП) в экспе-
рименте in vitro, что представляет исследователь-
ский и практический интерес.

Цель исследования – изучение влияния ГМДП 
в системе in vitro на фенотип четырех функцио
нально значимых субпопуляций CD62L+СD63-НГ,  
CD62L+СD63+НГ,CD64-CD32+CD16+CD11b+ 

НГ, CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ и с оценкой 
микробицидной активности НГ у детей с гнойно-
воспалительными заболеваниями.

Материалы и методы
Исследованы 190 образов периферической 

крови (ПК) 12 детей (7 мальчиков и 5 девочек) 
2-4 лет c малой гнойной инфекцией (МГИ)  – 
гнойными воспалительными заболеваниями 
кожи и подкожно-жировой клетчатки (абсцессы, 
флегмоны «малых размеров») до хирургического 
вмешательства и 7 условно здоровых детей 2-4 
лет. При проведении экспериментального иссле-
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дования были сформированы 4 группы образцов 
ПК детей: группа исследования 1 (60 образцов 
интактных НГ ПК детей с МГИ) и группа срав-
нения 1 (35 образцов интактных НГ ПК условно 
здоровых детей), а также группа исследования 2 
(60 образцов НГ ПК детей с МГИ после воздей-
ствия ГМДП) и группа сравнения 2 (35 образцов 
НГ ПК условно здоровых детей после воздей-
ствия ГМДП). Образцы ПК детей группы иссле-
дования 2 и группы сравнения 2 инкубировали в 
течение 1 часа при Т 37 °С с глюкозаминилмура-
милдипептидом (ГМДП) в концентрации 10-6 г/л.

Образцы ПК детей группы исследования 1 
и группы сравнения 1, а также образцы ПК де-
тей после воздействия ГМДП  – группа иссле-
дования 2 и группа сравнения 2, исследовали с 
использованием проточного цитофлуориметра 
FC 500 (Beckman Coulter, США) и соответству-
ющих МкАТ (Beckman Coulter International S.A., 
Франция). Определяли содержание субпопуля-
ций НГ CD62L+СD63-, CD62L+СD63+, СD64-

CD16+CD32+CD11b+, СD64+CD16+CD32+CD11b+ 

и уровень экспрессии (middle fluorescence 
intensity  – MFI) каждого мембранного рецепто-
ра. Параллельно изучали фагоцитарную функ-
цию НГ с учетом степени завершенности по от-
ношению к Staphylococcus aureus (штамм 209), по 
показателям: %ФАН (процент активно-фагоци-
тирующих НГ); ФЧ и ФИ (фагоцитарное число 

и индекс) характеризующие процессы захвата; 
%П, ИП (процент и индексу переваривания). 
Активность NADРН-оксидазы НГ оценива-
лась в спонтанном (сп) и стимулированном (ст) 
NBT-тесте: средний цитохимический индекс 
(СЦИсп и СЦИст), коэффициент мобилизации 
(КМ) – соотношение формазан-позитивных кле-
ток (%ФПК) в стимулированном и спонтанном 
NBT-тестах (%ФПКcт/%ФПКсп) [5].

Проведенное исследование соответствует 
стандартам Хельсинкской декларации (Decla
ration Helsinki). У всех родителей, перифериче-
ская кровь детей которых вошла в исследование, 
было получено письменное добровольное согла-
сие на участие в исследовании.

Обработку результатов проводили с использо-
ванием статистических программ Microsoft Exсel 
2007 и StatPlus 2010. Результаты представляли в 
виде медианы (Ме) и интерквартильного размаха 
(Q0,25-Q0,75). Для установления значимости разли-
чий между количественными показателями за-
висимых групп (до и после лечения, до и после 
культивирования образцов с препаратами) ис-
пользовали непараметрический критерий Вил-
коксона. Статистическая значимость различий 
(p < 0,05) между количественными показателями 
групп (исследуемые группы, контрольные груп-
пы) оценивалась непараметрическими крите
рием Манна–Уитни (U). 

ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ ГМДП НА КОЛИЧЕСТВО НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ СУБПОПУЛЯЦИЙ CD62L+CD63- И 
CD62L+CD63+ И УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ МЕМБРАННЫХ МОЛЕКУЛ CD62L И CD63 У УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ ДЕТЕЙ В 
ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VITRO, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. INFLUENCE OF GMDP ON THE NUMBER OF NEUTROPHILIC GRANULOCYTES OF CD62L+CD63- AND CD62L+CD63+ 
SUBPOPULATIONS AND THE LEVEL OF EXPRESSION OF CD62L AND CD63 MEMBRANE MOLECULES IN CONDITIONALLY 
HEALTHY CHILDREN IN THE IN VITRO EXPERIMENT, Me (Q0.25-Q0.75)

Группа сравнения 1 (НГ условно здоровых детей)
Comparison group 1 (NG healthy children)

НГ, % 
NG, %

CD62L+CD63-

MFI
CD62L

НГ, % 
NG, %

CD62L+CD63+

MFI
CD62L

MFI
CD63

89,46
(81,49-96,81)

7,08
(5,44-11,30)

7,55
(0,31-8,65)

4,55
(3,54-8,85)

2,19
(1,68-3,20)

Группа сравнения 2 (НГ условно здоровых детей + ГМДП)
Comparison group 2 (NG healthy children + GMDP)

НГ, % 
NG, %

CD62L+CD63-

MFI 
CD62L

НГ, % 
NG, %

CD62L+CD63+

MFI 
CD62L

MFI
CD63

82,1
(61,45-88,88)

12,12
(5,80-17,45)

15,25*
(10,78-38,31)

10,14*
(9,27-14,85)

1,47*
(1,30-1,55)

Примечание. * – статистически значимые различия между показателями группы сравнения 1 и группы сравнения 2, 
p < 0,05.
Note. *, statistically significant differences between the indicators of comparison group 1 and comparison group 2, p < 0.05.
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Результаты и обсуждение
При тестировании экспрессии поверхност-

ных мембранных рецепторов НГ CD62L и CD63 
ПК условно здоровых детей (группа сравнения 1) 
было выявлено наличие двух субпопуляций 
CD62L+CD63-НГ и CD62L+CD63+НГ. У условно 
здоровых детей в ПК преобладала субпопуля-
ция CD62L+CD63- в 89,46 (81,49-96,81)  %, при 
этом количество НГ активированной субпопуля-
ции CD62L+CD63+ составляло лишь 7,55 (0,31-
8,65)  %. Субпопуляция CD62L+CD63+НГ имела 
CD63 рецептор с MFI – 2,19 (1,68-3,20) и более 
низкий уровень экспрессии CD62L (табл. 1).

Под влиянием ГМДП в системе in vitro в образ-
цах группы сравнения 2, в отличие от НГ образцов 
ПК группы сравнения 1 (интактные НГ условно 
здоровых детей), было отмечено статистически 
значимое увеличение (в 2 раза) относительно-
го количества НГ субпопуляции CD62L+CD63+ 
(p < 0,05) с усилением плотности экспрессии в 4,6 
раза мембранного CD62L рецептора (p < 0,05) на 
фоне снижения в 1,2 раза MFI молекулы CD63. 
Одновременно наблюдалось снижение количе-
ства субпопуляции CD62L+CD63-%НГ, с более 
высоким уровнем экспрессии CD62L по MFI 
(p < 0,05) (табл. 1, рис. 1).

Таким образом, эффекты ГМДП в системе 
in vitro на НГ CD62L+CD63- и CD62L+CD63+ суб-
популяций у группы сравнения 2 проявлялись 
статистически значимым приростом количества 
активированной субпопуляции CD62L+CD63+НГ 
со сниженным по сравнению с интактными НГ 

уровнем экспрессии CD63 (р  <  0,05) и тенден-
цией увеличения плотности экспрессии CD62L 
рецептора, необходимого для полноценного осу-
ществления процессов миграции в очаг воспале-
ния. 

Установлено, что в ПК у детей с МГИ уровень 
НГ субпопуляции CD62L+CD63-, выявленный в 
89,46 (81,49-96,81)  % у условно здоровых детей, 
определяется только в 28,80 (6,63-32,75) %. У де-
тей с МГИ в ПК преобладает активированная 
субпопуляция НГ CD62L+CD63+%, количество 
которой достигает 63,95 (11,25-64,10) %, что в 8,5 
больше, чем у условно здоровых детей (р < 0,05), 
но в то же время ее уровень, по-видимому, явля-
ется недостаточно адекватным для предотвра-
щения формирования малой гнойной инфек-
ции на фоне столкновения с высокопатогенной 
гноеродной флорой. Отмечено, что плотность 
экспрессии CD62L, CD63, определяемая как в 
субпопуляции CD62L+CD63-, так и в субпопу-
ляции CD62L+CD63+НГ, статистически значимо 
не отличалась от группы сравнения 1 (р1, 2 > 0,05) 
(табл. 2).

Под влиянием ГМДП у детей с МГИ (группа 
исследования 2) количество НГ активированной 
субпопуляции CD62L+CD63+ статистически зна-
чимо увеличивается до 73,5 (67,23-82,53) %, а ко-
личество НГ субпопуляции CD62L+CD63- снижа-
ется с 28,8 (6,63-32,75) % в группе исследования 
1 до 18,89 (8,44-28,46) % (р < 0,05) (рис. 2), при 
этом плотность экспрессии CD62L и CD63 оста-
валась на прежнем уровне (p1  >  0,05; p2  >  0,05). 
Возрастание количества НГ активированной суб-

Рисунок 1. Влияние ГМДП на количество нейтрофильных гранулоцитов субпопуляций CD62L+CD63- и CD62L+CD63+ 
условно здоровых детей в системе in vitro
Примечание.* – значимые различия от показателей условно здоровых детей группы сравнения 1, p < 0,05.
Figure 1. Influence of GMDP on the number of neutrophilic granulocytes of CD62L+CD63- and CD62L+CD63+ subpopulations of 
conditionally healthy children in the experimental in vitro system
Note. *, significant differences from the indicators of healthy children of the comparison group 1, p < 0.05.

А (А) Б (B)Группа сравнения 1
Comparison group 1

Группа сравнения 2
(НГ + ГМДП)
Comparison group 2
(NG + GMDP) 15,25% *

82,1%

%CD62L+CD63-НГ / %CD62L+CD63-NG
%CD62L+CD63+НГ / %CD62L+CD63+NG

89,4%

7,5%
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ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ ГМДП НА КОЛИЧЕСТВО НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ СУБПОПУЛЯЦИЙ CD62L+CD63- 

И CD62L+CD63+ И НА УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ МЕМБРАННЫХ МОЛЕКУЛ CD62L И CD63 ДЕТЕЙ С МАЛОЙ ГНОЙНОЙ 
ИНФЕКЦИЕЙ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VITRO, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. INFLUENCE OF GMDP ON THE NUMBER OF NEUTROPHILIC GRANULOCYTES OF CD62L+CD63- AND CD62L+CD63+ 
SUBPOPULATIONS AND ON THE LEVEL OF EXPRESSION OF CD62L AND CD63 MEMBRANE MOLECULES IN CHILDREN 
WITH SMALL PURULENT INFECTION IN THE IN VITRO EXPERIMENT, Me (Q0.25-Q0.75)

Группа сравнения 1 (НГ условно здоровых детей)
Comparison group 1 (NG healthy children)

НГ, % 
NG, %

CD62L+CD63-

MFI
CD62L

НГ, % 
NG, %

CD62L+CD63+

MFI 
CD62L

MFI
CD63

89,46
(81,49-96,81)

7,08
(5,44-11,30)

7,55
(0,31-8,65)

4,55
(3,54-8,85)

2,19
(1,68-3,20)

Группа исследования 1 (НГ детей с МГИ)
Study group 1 (NG in children with SPI)

НГ, %
NG,%

CD62L+CD63-

MFI 
CD62L

НГ, %
NG, %

CD62L+CD63+

MFI 
CD62L

MFI
CD63

28,8*
(6,63-32,75)

5,72
(4,92-8,77)

63,95*
(11,25-64,10)

5,64
(4,38-6,77)

2,22
(1,83-2,63)

Группа исследования 2 (НГ детей с МГИ + ГМДП)
Study group 2 (NG in children with SPI + GMDP)

НГ, %
NG,%

CD62L+CD63-

MFI 
CD62L

НГ, %
NG, %

CD62L+CD63+

MFI 
CD62L

MFI
CD63

18,89^
(8,44-28,46)

6,73
(4,87-8,99)

73,5^
(67,23-82,53)

5,91
(4,73-8,72)

1,98
(1,86-2,54)

Примечание. * – статистически значимые различия между показателями группы сравнения 1 и группы исследования 1, 
p < 0,05; ^ – статистически значимые различия между показателями группы исследования 1 и группы исследования 2, 
p < 0,05.

Note. *, statistically significant differences between the indicators of comparison group 1 and study group 1, p < 0.05; ^, statistically 
significant differences between the indicators of study group 1 and study group 2, p < 0.05.

популяции CD62L+CD63+ под влиянием ГМДП, 
по-видимому, свидетельствует о восстановлении 
адекватного уровня реагирования НГ на гной-
ный бактериальный процесс за счет усиления 
процессов внутриклеточной дегрануляции, что 
ассоциировано с восстановлением, нарушенной 
при МГИ, фагоцитарной активности клеток. 

Оценка данных синхронной экспрессии 
CD64, CD16, CD32, CD11b позволила кон-
статировать наличие в ПК 2 субпопуляций 
мажорной СD64-CD16+CD32+CD11b+ и ми-
норной СD64+CD16+CD32+CD11b+. У детей 
группы сравнения 1 мажорная субпопуляция 
составляет 97,99 (96,87-98,71)  % и характеризу-
ется высоким уровнем MFI CD16, средним  – 
MFI CD11b и MFI CD32. Субпопуляция 
СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ, экспрессирую-
щая CD64-рецептор, выявляется лишь в 0,35 
(0,20-0,40) % в группе сравнения 1 и имеет низ-
кую плотность мембранной экспрессии CD16 и 
практически одинаковое с мажорной субпопу-

ляцией оснащение CD11b- и CD32-рецепторами 
(табл. 3). 

При изучении влияния ГМДП in vitro на фено-
тип субпопуляций НГ в группе сравнения 2 было 
установлено, что при неменяющемся количестве 
субпопуляции СD64-CD16+CD32+CD11b+ НГ на-
блюдается усиление экспрессии СD32 (р < 0,05), 
тенденция к увеличению CD16 (р > 0,05) и к сни-
жению MFI CD11b (р > 0,05) (табл. 3). В минор-
ной субпопуляции СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ 
выявлено статистически значимое усиление 
уровня экспрессии CD64 в 3,75 раза (р < 0,05), в 
1,68 раза – CD32 по MFI (р < 0,05) и в 1,72 раза – 
CD11b по MFI (р  <  0,05), при неменяющемся 
MFI CD16 (табл. 3). 

У больных с МГИ выявлено статистически 
значимое уменьшение количества НГ субпопу-
ляции СD64-CD16+CD32+CD11b+ на фоне груп-
пы сравнения 1 (р  <  0,05). Выявлено снижение 
MFI CD16 в 1,6 раза, незначительное повышение 
MFI CD11b (p > 0,05), при этом MFI CD32 был на 
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ТАБЛИЦА 3. ВЛИЯНИЕ ГМДП НА КОЛИЧЕСТВО НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ СУБПОПУЛЯЦИЙ СD64-

CD16+CD32+CD11b+ И СD64+CD16+CD32+CD11b+ И НА УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ СD64, CD16, CD32, CD11b УСЛОВНО 
ЗДОРОВЫХ ДЕТЕЙ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VITRO, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 3. INFLUENCE OF GMDP ON THE NUMBER OF NEUTROPHILIC GRANULOCYTES OF СD64-CD16+CD32+CD11b+ AND 
СD64+CD16+CD32+CD11b+ SUBPOPULATIONS AND ON THE LEVEL OF EXPRESSION СD64, CD16, CD32, CD11b IN HEALTHY 
CHILDREN IN THE IN VITRO EXPERIMENT, Me (Q0.25-Q0.75)

СD64-СD16+CD32+CD11b+НГ
СD64-СD16+CD32+CD11b+NG

НГ, % 
NG, % MFI СD16 MFI CD32 MFI CD11b

Группа сравнения 1 
Comparison group 1

97,99
(96,87-98,71)

129,50
(115,70-131,75)

5,73
(4,76-6,11)

16,40
(9,66-20,93)

Группа сравнения 2 
Comparison group 2

98,41
(98,12-98,70)

137,0*
(132,0-142,0)

8,29*
(6,84-9,74)

12,0
(10,6-13,4)

СD64+СD16+CD32+CD11b+НГ
СD64+СD16+CD32+CD11b+NG

НГ, % 
NG, % MFI CD64 MFI CD16 MFI CD32 MFICD11b

Группа сравнения 1 
Comparison group 1

0,35
(0,20-0,40)

7,92
(5,25-12,20)

9,43
(5,13-19,62)

5,50
(5,20-6,31)

15,39
(4,87-5,90)

Группа сравнения 2 
Comparison group 2

0,28
(0,20-0,30)

29,75*
(18,1-41,4)

10,13
(5,86-14,40)

9,26*
(7,43-11,10)

26,5*
(23,2-29,8)

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

Рисунок 2. Влияние ГМДП на количество нейтрофильных гранулоцитов субпопуляций CD62L+CD63- и CD62L+CD63+ 
детей с малой гнойной инфекцией в системе in vitro 
Примечание.* – значимые различия от показателей условно здоровых детей группы сравнения 1, p < 0,05; ^ – значимые 
различия от показателей при малой гнойной инфекции у детей группы исследования 1, p < 0,05.
Figure 2. Influence of GMDP on the number of neutrophil granulocytes of CD62L+CD63- and CD62L+CD63+ subpopulations in 
children with with small purulent infection in the experimental in vitro system
Note. *, significant differences from the indicators of healthy children of the comparison group 1, p < 0.05; ^, significant differences from the 
indicators in children with small purulent infection of the study group 1, p < 0.05.

Группа сравнения 1
Comparison group 1

Группа исследования 1 (МГИ)
Study group 1 (SPI)

Группа исследования 2 (МГИ + ГМДП)
Study group 2 (SPI + GMDP)

А (А) Б (B) В (C)

7,5%

89,4%

28,8%*

63,9%*

18,9%*^

73,5%*^

%CD62L+CD63-НГ / %CD62L+CD63-NG
%CD62L+CD63+НГ / %CD62L+CD63+NG
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уровне показателей группы сравнения 1 (p > 0,05) 
(табл. 4.). 

При этом установлено значительное увеличе-
ние субпопуляции СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ 
до 14,46 (5,60-15,72) % против 0,35 (0,20-0,40) % в 
группе сравнения 1 (р < 0,05). Установлено сни-
жение в 2,4 раза MFI CD64, увеличение в 7,6 
раза MFI CD16 и в 1,6 раза MFI CD11b (p1 < 0,05; 
p2  <  0,05; p3  <  0,05), уровень CD32 не менялся 
(p > 0,05) (табл. 4). Увеличение этой субпопуля-
ции свидетельствует о неполноценности эффек-
торных функций НГ и служит маркером неблаго-
приятного течения заболевания.

Инкубация ПК детей с МГИ (группа иссле-
дования 2) в системе in vitro с ГМДП позволила 
выявить модулирующие эффекты влияний на 
трансформированный фенотип субпопуляций 
НГ пациентов с МГИ, проявляющиеся в сни-
жении относительного количества минорной 
CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ в 2,9 раза (p < 0,05) 
на фоне тенденции к увеличению мажорной 
CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ (p > 0,05) (табл. 4). 
Эффекты количественного перераспределения 

субпопуляций под действием ГМДП сопрово-
ждались лишь статистически значимым сниже-
нием MFI CD11b (p < 0,05) минорной субпопу-
ляции на фоне неизменяющегося уровня MFI 
CD32 и CD16 мембранных рецепторов.

Исследование влияния ГМДП в систе-
ме in vitro на фагоцитарную и микробицидную 
NADPH-зависимую функцию НГ позволило 
констатировать эффекты, ассоциированные с пе-
репрограммированием рецепторного оснащения 
тестируемых субпопуляций. Так, при инкубации 
НГ детей группы сравнения 1 с ГМДП выявле-
но, что при неменяющемся %ФАН происходит 
усиление фагоцитарной реакции (ФЧ и ФИ) и 
переваривания (ИП), на фоне усиления микро-
бицидной активности с сохранением резервных 
возможностей (рис. 3).

Анализ способности НГ к осуществлению фа-
гоцитоза у детей с МГИ (группа исследования 1) 
выявил снижение %ФАН до 48,91 (39,27-53,10) 
против 55,30 (53,90-57,60) в группе сравнения 1 
(р < 0,05) на фоне увеличения процессов погло-
щения (ФЧ  – 5,2 (3,9-5,6) против 4,2 (3,7-5,8) 

ТАБЛИЦА 4. ВЛИЯНИЕ ГМДП НА КОЛИЧЕСТВО НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ СУБПОПУЛЯЦИЙ СD64-

CD16+CD32+CD11b+ И СD64+CD16+CD32+CD11b+ И НА УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ СD64, CD16, CD32, CD11b ДЕТЕЙ С МАЛОЙ 
ГНОЙНОЙ ИНФЕКЦИЕЙ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VITRO, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 4. INFLUENCE OF GMDP ON THE NUMBER OF NEUTROPHILIC GRANULOCYTES OF СD64-CD16+CD32+CD11b+ AND 
СD64+CD16+CD32+CD11b+ SUBPOPULATIONS AND ON THE LEVEL OF EXPRESSION СD64, CD16, CD32, CD11b IN CHILDREN 
WITH SMALL PURULENT INFECTION IN THE IN VITRO EXPERIMENT, Me (Q0.25-Q0.75)

СD64-СD16+CD32+CD11b+НГ
СD64-СD16+CD32+CD11b+NG

НГ, % 
NG, % MFI СD16 MFI CD32 MFI CD11b

Группа сравнения 1
Comparison group 1

97,99
(96,87-98,71)

129,50
(115,70-131,75)

5,73
(4,76-6,11)

16,40
(9,66-20,93)

Группа исследования 1
Study group 1

86,45*
(80,49-96,38)

81,5*
(64,90-97,30)

5,31
(3,95-5,95)

19,35
(12,88-28,90)

Группа исследования 2
Study group 2

93,08
(84,38-96,93)

78,6
(60,9-83,7)

5,19
(4,33-6,39)

12,5
(9,99-14,30)

СD64+СD16+CD32+CD11b+НГ
СD64+СD16+CD32+CD11b+NG

НГ, % 
NG, % MFI CD64 MFI CD16 MFI CD32 MFI CD11b

Группа сравнения 1
Comparison group 1

0,35
(0,20-0,40)

7,92
(5,25-12,20)

9,43
(5,13-19,62)

5,50
(5,20-6,31)

15,39
(14,87-15,90)

Группа исследования 1
Study group 1

14,46*
(5,60-15,72)

3,36*
(2,19-4,72)

71,2*
(60,20-98,18)

6,06
(5,02-7,56)

24,6*
(18,68-37,12)

Группа исследования 2
Study group 2

4,98^
(4,45-5,20)

4,72
(2,89-6,13)

65,1
(41,55-86,20)

7,05
(6,00-8,02)

17,10^
(15,05-18,60)

Примечание. См. примечание к таблице 2.

Note. As for Table 2.
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в группе сравнения 1 (р  >  0,05) и ФИ 2,7 (1,8-
3,6) против 2,5 (1,8-3,3) в группе сравнения 1 
(р > 0,05)) и снижения переваривания (%П – 53,1 
(42,3-57,8) против 61,5 (57,8-62,8)  % в группе 

сравнения 1, ИП – 1,3 (0,7-1,4) против 1,6 (1,4-
1,9) в группе сравнения 1 (p1 < 0,05; p2 < 0,05)). 

В группе с МГИ наблюдалась активация спон-
танных и индуцированных NADPH-оксидаз 

Рисунок 4. Влияние ГМДП на фагоцитарную и NADPH-зависимую активность нейтрофильных гранулоцитов детей с 
малой гнойной инфекцией в эксперименте in vitro (процент от группы сравнения 1)
Примечание. * – различия показателей по сравнению с фоновыми значениями условно здоровых детей, p < 0,05; ^ – различия 
показателей по сравнению с фоновыми значениями при малой гнойной инфекции у детей, p < 0,05.
Figure 4. Effects of GMDP on the phagocytic and NADPH-dependent activity of neutrophilic granulocytes in children with small 
purulent infection in experiment in vitro system (percentage from comparison group 1)
Note. *, significant differences from the indicators of healthy children of the comparison group 1, p < 0.05; ^, significant differences from the 
indicators in children with small purulent infection of the study group 1, p < 0.05.

Рисунок 3. Эффекты влияний ГМДП на фагоцитарную и NADPH-зависимую активность нейтрофильных 
гранулоцитов условно здоровых детей (% от показателей НГ группы сравнения 1) 
Примечание. * – различия показателей под влиянием ГМДП по сравнению с фоновыми значениями условно здоровых детей, 
p < 0,05.
Figure 3. Effects of GMDP on phagocytic and NADPH-dependent activity of neutrophilic granulocytes in conditionally healthy 
children (percentage from comparison group 1) 
Note. *, significant differences from the indicators of healthy children of the comparison group 1, p < 0.05.
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(р < 0,05) без сохранения возможностей НГ к ре-
ализации микробицидной активности при сти-
муляции антигеном (р < 0,05) (рис. 4).

Анализ экспериментальных данных по ис-
следованию влияния ГМДП в системе in vitro на 
фагоцитарную и микробицидную функции НГ 
ПК в группе исследования 2 (пациенты с МГИ) 
позволил выявить восстановление фагоцитарной 
активности по увеличению уровня активно фаго-
цитирующих НГ (%ФАН) (р < 0,05) и улучшению 
процессов переваривания на фоне сохранения 
напряженности NADPH-оксидаз для реализации 
эффекторных функций НГ при воспалении. Сле-
дует отметить повышение резервной NADPH-
оксидазной активности НГ в 1,2 раза по срав-
нению с интактными НГ при МГИ (р  <  0,05) 
(рис. 4). В то же время показатели ФИ (р < 0,05), 
ИП (р < 0,05) оставались ниже значений группы 
сравнения 1 (рис. 4). 

Заключение
Таким образом, полученные в на-

шем исследовании данные свидетельству-
ют о наличии мажорных CD62L+CD63-НГ, 
CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ и минорных 
CD62L+CD63+НГ, CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ 
субпопуляций у условно здоровых детей. В то 
же время у пациентов с МГИ выявлена коли-
чественная трансформация как самих субпо-
пуляций CD62L+CD63+НГ, CD62L+CD63-НГ, 
CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ и CD64-

CD32+CD16+CD11b+НГ, так и изменение их 
фенотипических характеристик. Выявленные 
трансформационные особенности исследован-
ных субпопуляций, по нашему мнению, не-
достаточны для полноценного осуществления 
эффекторных функций НГ и ассоциированы с 
нарушениями их микробицидной активности, 
что способствует возникновение нетипично про-
текающих гнойно-воспалительных заболеваний.

В системе in vitro выявлены иммунопротек-
тивные эффекты ГМДП на исследуемые субпо-
пуляции НГ у условно здоровых детей:

–	 количественный прирост в 2 раза активи-
рованной субпопуляции CD62L+CD63+НГ;

–	 значительно изменились феноти-
пические характеристики исследуемых суб-
популяций CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ и 
CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ.

Иммуномодулирующие эффекты ГМДП в си-
стеме in vitro на трансформированный фенотип 
субпопуляций НГ при малой гнойной инфекции 
проявились: 

–	 в статистически значимом увеличении 
количества НГ активированной субпопуляции 
CD62L+CD63+, что способствовало восстановле-
нию адекватного уровня реагирования этой суб-
популяции на гнойный бактериальный процесс 
за счет усиления процессов внутриклеточной де-
грануляции и ассоциировано с восстановлением 
нарушенной фагоцитарной активности клеток;

–	 в снижении содержания активированной 
субпопуляции CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ 
при возрастании количества субпопуляции  
CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ, что, с нашей точ-
ки зрения, может способствовать нормализации 
функциональной активности НГ и формирова-
нию адекватного эффекторного ответа НГ на ин-
фекционный процесс;

–	 в позитивном эффективном влиянии на 
достоверное, но неполное восстановление коли-
чества активно фагоцитирующих НГ (%ФАН) и 
функций переваривания;

–	 в достоверном восстановлении ответа ак-
тивности NADPH-оксидазы на бактериальные 
АГ в нагрузочных тестах in vitro, при сохранении 
умеренного повышения спонтанной активности 
NADPH-оксидазы, что, по-видимому, необходи-
мо для реализации адекватного ответа на инфек-
ционный процесс.

Мы полагаем, что выявленные в системе in 
vitro позитивные эффекты влияний ГМДП на не-
гативно трансформированные функционально 
значимые субпопуляции НГ пациентов с нети-
пично протекающими гнойно-воспалительными 
заболеваниями применимы при создании персо-
нифицированной таргетной иммунотерапии, на-
правленной на коррекцию дефектно функциони-
рующих НГ. В перспективе использование таких 
иммунотерапевтических приемов в комплекс-
ном лечении пациентов с МГИ может дать воз-
можность значительно изменить течение гной-
но-воспалительных процессов: способствовать 
более быстрому разрешению заболеваний, уско-
рить купирование гнойного воспалительного 
процесса, сократить объем и продолжительность 
антибактериальной терапии, снизить количество 
послеоперационных осложнений у детей с МГИ.
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РОЛЬ ЦИТОКИНОВ В ПАТОГЕНЕЗЕ, ДИАГНОСТИКЕ 
И ОЦЕНКЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ ИММУНОТЕРАПИИ 
РАЗЛИЧНЫХ ВАРИАНТОВ ТЕЧЕНИЯ СКЛЕРОТИЧЕСКОГО 
ЛИХЕНА У ЖЕНЩИН
Колесникова Е.В., Жаров А.В., Пенжоян Г.А.
ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия

Резюме. Целью исследования является оценка диагностической и патогенетической значимости 
цитокинов плазмы (IL-20, IL-23, IL-10, TNFa, IFNγ) у пациенток с различными клинико-гистоло-
гическими вариантами течения склеротического лихена и возможности их использования в качестве 
критериев эффективности иммунотерапии данного заболевания  с помощью препарата на основе де-
зоксирибонуклеиновой кислоты эукариот (Дерината). Дизайн клинического проспективного когорт-
ного исследования предусматривал оценку содержания цитокинов крови (IL-20, IL-23, IL-10, TNFa, 
IFNγ) и выраженности клинических проявлений заболевания (зуда и диспареунии) у женщин (n = 
114) с различными вариантами течения склеротического лихена (атрофический, склеротический и 
склеро-атрофический) до и после иммунотерапии препаратом нуклеиновых кислот (Деринат). Дери-
нат был выбран с учетом того, что он является агонистом Toll-подобных рецепторов и обладает рядом 
иммунорегуляторных эффектов, в том числе способностью модулировать продукцию цитокинов и 
оказывать позитивное влияние на процессы регенерации. Кроме того, на основе данных визуально-
го осмотра, вульвоскопии и результатов морфогистохимического исследования (критерии оценки: 
толщина кожи, количество коллагеновых волокон, выраженность фиброза и склероза и т.п.) во II 
клинической группе были выделены соответствующие подгруппы – 2.1 (минимальные склеротиче-
ские признаки, n = 14) и 2.2 (выраженные склеротические признаки, n = 20). Контрольную группу 
составили условно здоровые женщины без патологии вульвы на данный момент и в анамнезе (n = 30), 
с возрастным диапазоном от 20 до 50 лет. Наряду с оценкой цитокинов методом иммуноферментного 
анализа в исследовании использовались результаты клинического обследования (сбор анамнеза, ос-
мотр, пальпация, вульвоскопия) и комплексной морфогистохимической оценки тканей вульвы.  

При атрофическом варианте наблюдалось увеличение содержания в плазме IL-23 со снижением 
TNFa, при склероатрофическом  – увеличение IL-20, IL-23 и IFNγ, при склеротическом варианте 
склеротического лихена с выраженными склеротическими признаками – максимальное содержание 
IL-20, IL-23, TNFa, IFNγ и минимальный уровень IL-10 по сравнению с другими группами. Результа-
том иммунотерапии с использованием Дерината явилось значимое уменьшение клинических прояв-
лений склеротического лихена (зуда вульвы и диспареунии) и нормализация цитокиновых показате-
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лей. Исследованиями продемонстрирована возможность использования плазменной концентрации 
IL-20, IL-23, IL-10, TNFa, IFNγ в качестве биомаркеров вариантов течения склеротического лихена 
и лабораторных критериев эффективности проводимой иммунотерапии.

Ключевые слова: доброкачественные заболевания вульвы, склеротический лихен, цитокины, иммунотерапия, препараты 
нуклеиновых кислот, клинико-иммунологическая эффективность, оптимизация диагностики, оптимизация лечения

ROLE OF CYTOKINES IN PATHOGENESIS, DIAGNOSIS AND 
EFFICIENCY EVALUATION OF IMMUNOTHERAPY IN VARIOUS 
VARIANTS OF SCLEROTIC LICHEN IN WOMEN
Kolesnikova E.V., Zharov A.V., Penzhoyan G.A.
Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation

Abstract. Our aim was to evaluate diagnostic and pathogenetic significance of plasma cytokines (IL-20, 
IL-23, IL-10, TNFa, IFNγ) in the patients with various clinical and histological variants of sclerotic lichen 
and to assess opportunity for their use as effectiveness criteria of immunotherapy for this disease using a drug 
based on eukaryotic deoxyribonucleic acid (Derinat). The prospective cohort study included assessment of the 
clinical manifestations (itching and dyspareunia) and measurement of blood cytokine contents (IL-20, IL-23, 
IL-10, TNFa, IFNγ) in women (n = 114) with various clinical variants of sclerotic lichen (atrophic, sclerotic 
and sclerotic-atrophic) before and after immunotherapy with a nucleic acid-based drug (Derinat). Derinat was 
chosen due to the fact of being an agonist of Toll-like receptors, and a number of immunoregulatory effects, 
including the ability to modulate cytokine production and to exert a positive influence upon regeneration 
processes. In addition, based on visual inspection, vulvoscopy and morphohistochemical examination results 
(evaluation criteria: skin thickness, number of collagen fibers, severity of fibrosis and sclerosis, etc.), the 
corresponding subgroups were classified within the II group, i.e., 2.1 (minimal sclerotic signs, n = 14), and 2.2 
(pronounced sclerotic signs, n = 20). The control group consisted of conditionally healthy women, without 
history or presence of vulvar pathology (n = 30), with an age ranging from 20 to 50 years. Along with cytokine 
assessment by enzyme immunoassay, the study used the data of clinical examination (anamnesis collection, 
examination, palpation, vulvoscopy), as well as complex morphohistochemical evaluation of vulvar tissues. In 
atrophic variant, we have observed an increase in plasma IL-23 content, along with decreased TNFa; in lichen 
sclerosis, a maximal increase in IL-20, IL-23, and IFNγ was revealed; in sclerotic form of sclerotic lichen 
variant with severe sclerotic features, maximally enhanced IL-20, IL-23, TNFa, IFNγ, along with minimal 
levels of IL-10 was registered, as compared with other groups. Immunotherapy using Derinate resulted into 
significant reduction in the clinical manifestations in sclerotic lichen, i.e., itching of the vulva and dyspareunia, 
as well as normalization of cytokine indexes. Our studies have demonstrated an opportunity of using plasma 
concentrations of IL-20, IL-23, IL-10, TNFa, IFNγ as biomarkers of sclerotic lichen variants, and as laboratory 
criteria for efficiency of immunotherapy.

Keywords: benign vulvar diseases, sclerotic lichen, cytokines, immunotherapy, preparations of nucleic acids, clinical and 
immunological efficiency, optimization of diagnosis, optimization of treatment

Введение
Несмотря на то, что склеротический лихен 

(СЛ), относящийся к доброкачественным забо-
леваниям вульвы, Информационным центром по 
генетическим и редким заболеваниям (GARD) 
Национального института здравоохранения 
(NIH) и Национальной организацией по редким 
заболеваниям (NORD) (Lichen Sclerosus. NORD 

(National Organization for Rare Disorders, 2019) 
признан редким заболеванием, следует учитывать 
недооцененность данной патологии и продолжа-
ющееся увеличение заболеваемости СЛ со значи-
тельным его «омоложением» [20]. Морфологами 
не принята единая классификация, не определе-
на конкретная концепция этиологии и патогене-
за дистрофических заболеваний вульвы, а среди 
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клиницистов нет единого подхода к лечению [9, 
10, 18]. Согласно современным представлениям, 
СЛ является хроническим заболеванием с перио-
дическими обострениями, сопровождающимися 
нестерпимым зудом, диспареунией, болезненны-
ми ощущениями различной степени выраженно-
сти и частыми тяжелыми нервно-психическими 
расстройствами, значительно снижающими ка-
чество жизни женщины. При этом в тканях вуль-
вы и близлежащих областях может развиваться 
атрофия, склероз, рубцевание тканей с их функ-
циональным нарушениями и, в некоторых случа-
ях, со злокачественным перерождением [8]. 

Причины и патогенез СЛ до конца не выясне-
ны, и на сегодняшний день предложено несколь-
ко патогенетических гипотез, предусматриваю-
щих аутоиммунное происхождение заболевания, 
возможную роль инфекционных, эндокринных, 
нейрогенных и других этиологических факто-
ров  [19, 24], среди которых не всегда представ-
ляется возможным четко выделить основной 
фактор возникновения СЛ. Современные весьма 
немногочисленные исследования системы имму-
нитета у пациенток с фоновыми заболеваниями 
вульвы в основном связаны с изучением актив-
ности иммунокомпетентных клеток и свидетель-
ствуют о выраженной иммуносупрессии на мо-
мент обострения СЛ, проявляющейся снижением 
в крови абсолютного и относительного содержа-
ния CD3+, CD4+, CD16+, CD21+ лимфоцитов, на-
рушением экспрессии мембранных рецепторов, 
плазменным дефицитом IgM и функциональной 
недостаточностью врожденного иммунитета [15]. 
Между тем в ряду этиологических факторов весь-
ма вероятными могут быть изменения в системе 
цитокинов, играющих важную роль в регуляции 
физиологических процессов и участвующих в па-
тогенезе многих заболеваний. В первую очередь 
цитокины регулируют развитие местных (локаль-
ных) защитных воспалительных реакций, но при 
их несостоятельности, воспаление прогрессирует 
с нарастанием продукции цитокинов, попадаю-
щих в кровоток и реализующих свои эффекты 
с последующими на системном уровне [13], что 
позволяет по содержанию цитокинов крови кос-
венно судить о локальных патологических про-
цессах [17]. 

Принимая во внимание тот факт, что СЛ рас-
сматривается как хронический аутоиммунный 
дерматоз, протекающий с очаговой атрофией 
кожи и поражением тканей аногенитальной об-
ласти [7], интерес представляют данные о пато-
генетической роли цитокинов в аутоиммунном 
воспалении и, в частности, о ключевой роли 
интерлейкина IL-23 [1] и IL-20, участвующего в 
репарации эпителия при воспалительных про-
цессах [2], о супрессивных изменениях провос-

палительного TNFα, ассоциированных с неко-
торыми аутоиммунными заболеваниями [21], о 
роли IFNγ как фактора, способствующего разви-
тию аутоиммунного процесса [22]. 

Проведенными нами ранее исследования-
ми [3] продемонстрирована целесообразность 
оценки содержания IL-20 и IL-23 в плазме крови 
у женщин с различными клинико-морфологи-
ческими вариантами течения СЛ, позволяющая 
уточнить патогенез СЛ, определять варианты его 
течения и оценивать выраженность атрофиче-
ских и склеротических изменений в тканях вуль-
вы, что обусловливает возможные перспективы 
их использования в качестве критериев эффек-
тивности иммунотерапии данного заболевания. 

При выборе препарата для иммуноориенти-
рованной терапии пациенток с различными кли-
нико-гистологическими вариантами течения СЛ 
следует учитывать не только его иммунотропные 
эффекты, но и способность позитивно влиять на 
репаративные процессы в барьерных тканях, и 
в этой связи нас заинтересовал препарат Дери-
нат (дезоксирибонуклеат натрия, отечественный 
препарат ДНК эукариот), являющийся агонистом 
Toll-подобных рецепторов 9 (TLR9)  [11] и обла-
дающий иммунорегуляторным действием  [12], 
сочетающимся со способностью повышать эф-
фективность процессов репарации [16, 23].

Цель исследования  – оценить диагностиче-
скую и патогенетическую значимость цитокинов 
(IL-20, IL-23, IL-10, TNFα, IFNγ) плазмы паци-
енток с различными клинико-гистологическими 
вариантами течения СЛ и возможности их ис-
пользования в качестве критериев эффективно-
сти иммунотерапии данного заболевания с помо-
щью препарата на основе ДНК эукариот. 

Материалы и методы
Дизайн клинического проспективного ко-

гортного исследования предусматривал оценку 
содержания в плазме крови IL-20, IL-23, IL-10, 
TNFα, IFNγ, а также клинических проявлений 
заболевания у женщин с различными вариантами 
течения склеротического лихена (n = 114): атро-
фическим (1-я группа)  – 58 пациенток; склеро-
тическим (2-я группа) – 34 пациентки и склеро-
атрофическим (3-я группа) – 22 пациентки до и 
после иммунотерапии препаратом нуклеиновых 
кислот (Деринат). 

Выделение данных вариантов течения скле-
ротического лихена у женщин было нами пред-
ложено на основании клинической картины и 
вульвоскопии (преобладание атрофии или скле-
роза вульвы), а также подтверждено результата-
ми морфогистохимического исследования  [3]. 
При этом у пациенток 1-й группы патологиче-
ский процесс протекает на фоне выраженных 
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атрофических изменений тканей наружных по-
ловых органов, включая дерму и подкожную 
жировую клетчатку; у пациенток 2-й группы 
дерма и подкожная жировая клетчатка имеют 
признаки атрофии, со склонностью к утолще-
нию дермы и склерозу; у пациенток 3-й группы 
выявлено отсутствие признаков атрофии дермы 
и подкожной жировой клетчатки на фоне скле-
ротических изменений тканей, со склонностью 
к утолщению дермы и фиброзу. Кроме того, на 
основе данных визуального осмотра, вульвоско-
пии и результатов морфогистохимического ис-
следования (критерии оценки: толщина кожи, 
количество коллагеновых волокон, выражен-
ность фиброза и склероза и т.п.) во 2-й клини-
ческой группе были выделены соответствующие 
подгруппы  – 2.1 (минимальные склеротические 
признаки, n =  14) и 2.2 (выраженные склероти-
ческие признаки, n  =  20). В контрольную груп-
пу (n  =  30) вошли условно здоровые женщины 
без патологии вульвы в возрасте от 20 до 50 лет. 
Данная классификация с разделением СЛ на 
клинические подгруппы предложена нами в свя-
зи с тем, что на сегодняшний день отсутствует 
единая классификационная терминология СЛ, 
основанная на объективных морфологических, 
иммунологических и молекулярно-генетических 
критериях. В классификацию патологии вульвы, 
представленную в 1993 году Международным об-
ществом по изучению болезней вульвы и влага-
лища (ISSVD) и Международным обществом по 
гинекологической патологии (ISGP), основан-
ную только на патоморфологических изменени-
ях тканей наружных женских половых органов, 
включены склеротический лишай (или лихен) и 
плоскоклеточная гиперплазия (устаревшая трак-
товка – «лейкоплакия») вульвы и другие дермато-
зы [26, 28]. Однако и она не полностью отражает 
те клинические и морфологические варианты 
течения доброкачественных заболеваний вульвы, 
с которыми сталкивается практикующий врач в 
своей работе. Так, клинический диагноз «плоско-
клеточная гиперплазия» в нашей стране практи-
чески не выставляется. В то же время к диагнозу 
«склеротический лишай» относят значительно 
отличающиеся как клинически, так и морфоло-
гически, варианты течения данной патологии, 
что, в свою очередь, не предполагает дифферен-
цированного подхода к лечению пациенток со 
СЛ. В Международной классификации болезней 
10-го пересмотра (ВОЗ, 1995) склеротический 
лихен кодируется под названием «лишай скле-
ротический и атрофический» (L90.0), и отнесен 
в рубрику «Атрофические поражения кожи». 
В России же СЛ рассматривается дерматологами 
как клиническая форма локализованной склеро-
дермии (шифр по МКБ10 – L94.0), а гинеколо-

гами – как невоспалительное доброкачественное 
заболевание вульвы [4, 6]. В любом случае пред-
лагается только единый термин, без учета пато-
генетических, клинических, морфологических и 
иммунологических различий в течении данной 
патологии.

Критериями включения пациенток в исследо-
вание были: возраст 20-60 лет, наличие СЛ вуль-
вы, отсутствие лечения иммунотропными пре-
паратами в анамнезе в течение последнего года, 
а критериями исключения – вирусные инфекции 
(вирус папилломы человека, вирус простого гер-
песа), инфекции, передаваемые половым путем, 
наличие острого воспалительного процесса (в 
том числе вульвита и вагинита), наличие онко-
логического процесса, наличие сопутствующих 
аутоиммунных заболеваний, беременность, не-
желание пациентки участвовать в исследовании. 
Все клинические исследования проводились по-
сле получения информированного согласия па-
циенток.

Комплексную морфогистохимическую оцен-
ку тканей вульвы (после ножевой биопсии) про-
водили с использованием окраски гематоксили-
номом и эозином (для обзорной оценки строения 
плоского эпителия, собственной соединитель-
ной ткани, подслизистой ткани, сосудов и волок-
нистых структур (коллагеновых, эластических)), 
окраски по Хочкиссу (ШИК-реакция) для выяв-
ления гликозаминогликанов, гиалуроновой кис-
лоты, по Маллори (для выявления коллагеновых 
волокон и особенностей строения сосудов мел-
кого и среднего калибра, нервных окончаний), 
орсеином (на эластические волокна), окраски 
пикрофуксином по Ван-Гизону (виды коллагено-
вых волокон – толстые и тонкие). Исследование 
содержания IL-20, IL-23, а также основных про- 
и противовоспалительных цитокинов (TNFα, 
IFNγ и IL-10), позволяющих оценить наличие 
воспалительного процесса и степень его выра-
женности, в периферической крови пациенток 
проводилось иммуноферментным методом с по-
мощью фотометра Multiscan FC (Финляндия) и 
тест-систем производства R&D Systems (США), 
Bender Medsystems (Австрия)  – до иммунотера-
пии Деринатом и через 1 мес. после таковой. Де-
зоксирибонуклеат натрия (Деринат), применяе-
мый по схеме: 1 амп. (15 мг/мл) внутримышечно 
1 раз в сутки, с интервалом в 48 часов, на курс 
10 инъекций, сочетали с местными (на область 
вульвы, перед сном) аппликациями растительно-
го (льняного) масла. 

Клиническая оценка до и через 1 месяц по-
сле окончания лечения основывалась на данных 
опроса (наличие жалоб на зуд вульвы, диспареу-
нию), визуального осмотра и вульвоскопии для 
оценки распространенности патологического 
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ТАБЛИЦА 1. ИММУНОТРОПНЫЕ ЭФФЕКТЫ ДЕРИНАТА ПРИ ЛЕЧЕНИИ ПАЦИЕНТОК С РАЗЛИЧНЫМИ ВАРИАНТАМИ 
ТЕЧЕНИЯ СЛ, Мe (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. IMMUNOTROPIC EFFECTS OF DERINATE IN THE TREATMENT OF PATIENTS WITH VARIOUS VARIANTS 
OF SCLEROTIC LICHEN, Мe (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Indicator

Контроль
Control
n = 30

1-я группа
1st group

2-я группа
2nd group 3-я группа

3rd groupподгруппа 2.1
subgroup 2.1

подгруппа 2.2
subgroup 2.2

IL-20, пкг/мл
IL-20, pkg/ml

До лечения / Before treatment

7,66
(1,71-20,60)

4,91
(3,54-8,11)

12,46
(10,86-12,91)

29,83
(26,68-55,43)

p < 0,0001*

17,72
(14,97-24,17)

p < 0,015*

После лечения / After treatment

7,66 
(1,71-20,60)

7,05 
(5,95-7,98) 

8,02
(5,43-10,65)
p < 0,012

10,53
(6,47-13,22)
p < 0,0001

8,75
(7,71-12,43)
p < 0,0001**

IL-23, пкг/мл
IL-23, pkg/ml

До лечения / Before treatment

16,6
(12,98-20,71)

19,01
(18,0-38,5)
p < 0,012*

16,35
(15,00-19,30)

34,70
(27,0-58,4)
p < 0,001*

22,00
(17,6-26,9)
p < 0,018*

После лечения / After treatment

16,6
(12,98-20,71)

16,31
(12,03-21,51)

p < 0,012**

16,74 
(12,00-19,70)

20,30
(15,0-31,2)
p < 0,012

18,55
(14,71-23,80)

p < 0,012**

TNFαα, пкг/мл
TNFα, pkg/ml

До лечения / Before treatment

1,830
(1,61-1,95)

0,66
(0,583-0,940)

p < 0,03*

2,65*
(2,22-3,15)
p < 0,03

5,11
(4,95-6,15)
p < 0,009*

1,67
(1,51-2,01)

После лечения / After treatment

1,830
(1,61-1,95)

1,85 
(1,613-1,940)

1,795 
(1,478-2,060)

2,0
(1,85-3,06)
p < 0,002**

1,85 
(1,485-2,045)

IFNγγ, пкг/мл
IFNγ, pkg/ml

До лечения / Before treatment

18,17
(17,71-19,00)

8,83
(8,258-9,300)

p < 0,03*

19,34
(18,62-19,91)

30,11*
(29,85-31,75)

p < 0,01

19,64
(19,23-20,96)

p < 0,03*

После лечения / After treatment

18,17
(17,71-19,00)

18,09
(14,87-19,74)

p < 0,03**

19,08 
(17,66-19,24)

17,95
(17,06-19,10)

p < 0,002**

19,04 
(17,40-21,08)

IL-10, пкг/мл
IL-10, pkg/ml

До лечения / Before treatment

3,41
(3,03-3,65)

3,4
(3,1-3,4)

2,875
(2,28-2,99)

1,40
(1,22-1,60)
p < 0,01

3,6
(1,95-4,72)

После лечения / After treatment

3,41
(3,03-3,65)

3,6 
(3,35-3,72)

3,63
(3,23-3,77)

3,95
(3,55-4,87)
p < 0,002

3,15 
(1,630-4,045)

Примечание. * – статистическая значимость различий по сравнению с контролем; ** – по сравнению с исходным 
уровнем.

Note. *, statistical significance of differences compared to controls; **, compared to baseline.
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процесса, выраженности атрофии кожи и слизи-
стых, наличия или отсутствие гипоплазии поло-
вых губ, выраженности склеротических измене-
ний вульвы и др.

Статистическая обработка полученных дан-
ных выполнялась с применением статистической 
программы GraphPad Prism 6.0 с оценкой непа-
раметрического U-критерия Манна–Уитни без 
оценки нормальности распределения. Статисти-
чески значимым считали различия при p ≤ 0,05.

Результаты
Исследование содержания IL-20 в плазме кро-

ви пациенток с различными вариантами течения 
СЛ продемонстрировало значимое возрастание 
его концентрации в подгруппе 2.2, отличающей-
ся выраженными склеротическими изменениями 
тканей вульвы (p < 0,0001), а также в 3-й группе 
пациенток со склероатрофическим вариантом 
течения СЛ (p < 0,0001), тогда как у пациенток с 
минимальными проявлениями склеротического 
процесса (подгруппа 2.1) наблюдалась лишь тен-
денция к увеличению содержания IL-20, а при 
атрофическом варианте СЛ  – тенденция к его 
снижению (табл. 1). 

Содержание IL-23 возрастало в плазме крови 
пациенток всех клинических групп, за исклю-
чением подгруппы 2.1 с минимальными скле-
ротическими признаками СЛ, однако наиболее 

выраженное (в 2,7 раза) увеличение содержания 
данного цитокина было отмечено при выражен-
ном СЛ (p < 0,0001) у пациенток подгруппы 2.2 
(табл. 1).

При анализе уровня содержания провоспа-
лительных цитокинов TNFα и IFNγ отмечен 
общий характер изменений в виде их значимого 
возрастания, наиболее выраженного в подгруппе 
2.2, а также в виде снижения при атрофическом 
варианте заболевания. По-видимому, разнона-
правленный характер изменения содержания 
данных провоспалительных цитокинов является 
причиной отсутствия достоверных изменений 
данных показателей в 3-й группе, сочетающей 
склеротические признаки и атрофические изме-
нения СЛ, за исключением некоторого увеличе-
ния содержания IFNγ (p  <  0,03). Концентрация 
противовоспалительного IL-10 соответствовало 
возрастной норме при атрофическом, склеро-
тическом (минимальной выраженности) и при 
склероатрофическом варианте течения СЛ, тогда 
как при выраженных склеротических признаках 
СЛ (подгруппа 2.2) наблюдалось его отчетливое 
снижение в 2,4 раза (p < 0,01; см. табл. 1).

Таким образом, сравнительный межгрупповой 
анализ цитокинов позволил определить цитоки-
новые биомаркеры различных вариантов течения 
СЛ. В частности, для атрофического варианта 
СЛ характерным является сочетание увеличения 

Рисунок 1. Клинические проявления (зуд вульвы) СЛ при различных вариантах его течения СЛ до и после лечения 
(%)
Figure 1. Clinical manifestations (itching of the vulva) of CL at different options for the course of CL before and after treatment (%)
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IL-23 со снижением TNFα, для склероатрофиче-
ского – увеличение IL-20, IL-23 и IFNγ, тогда как 
при склеротическом варианте СЛ с выраженны-
ми склеротическими признаками отмечено мак-
симальное возрастание IL-20, IL-23, TNFα, IFNγ 
и минимальное снижение IL-10. Полученные 
данные обосновали целесообразность их исполь-
зования не только в дифференциальной диагно-
стике СЛ, но и в качестве критериев эффектив-
ности лечения, в частности при использовании 
препарата нуклеиновых кислот.

Через 1 месяц после проведенного курса ле-
чения у значительной части пациенток было от-
мечено отсутствие клинических проявлений (зуд 
вульвы и диспареуния) СЛ. При этом наиболь-
шее количество женщин с полным отсутствием 
жалоб на зуд отмечено в клинической подгруппе 
2.2 (с выраженными проявлениями склероза тка-
ней) (рис. 1), в то время как наибольшая клини-
ческая эффективность в отношении диспареунии 
отмечалась у женщин с атрофическим вариантом 
течения СЛ (рис. 2). 

Важно отметить, что частота данных субъ-
ективных симптомов у пациенток до лечения 
была также максимальной именно в этих группах 
(зуд – у 100% пациенток из подгруппы 2.2; дис-
пареуния – у 100% пациенток 1-й группы).

Наряду с этим после проведения иммунотера-
пии были выявлены достоверные иммуномоду-
лирующие эффекты с вхождением большинства 
показателей в пределы возрастной нормы, что не 
позволило обнаружить межгрупповых различий 
и подтверждает целесообразность использования 
показателей цитокинов в качестве критериев эф-
фективности проводимой терапии.

Обсуждение
Несмотря на множество различных подхо-

дов, проблема диагностики и терапии склероти-
ческого лихена у женщин, на сегодняшний день 
остается нерешенной [18]. Кроме того, на протя-
жении длительного времени имели место суще-
ственные проблемы, связанные с терминологией 
и классификацией форм склеротического лихе-
на [5], необходимой для дифференцированного 
подхода к диагностике и выбору эффективных 
и адекватных методов терапии. В связи с этим 
предложенная нами ранее классификация СЛ с 
учетом различных клинико-морфологических 
вариантов его течения и содержания патогене-
тически значимых IL-20, IL-23 [3], была допол-
нена полученными в исследовании данными о 
плазменном содержании TNFα, IFNγ и IL-10 у 
пациенток при атрофическом, склеротическом и 
склероатрофическом варианте течения СЛ. 

Рисунок 2. Клинические проявления (диспареуния) СЛ при различных вариантах его течения СЛ до и после 
лечения (%)
Figure 2. Clinical manifestations (dyspareunia) of CL at different options for the course of CL before and after treatment (%)
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Полученные в настоящем исследовании ре-
зультаты сравнительной оценки диагностиче-
ской значимости провоспалительных TNFα, 
IFNγ, противовоспалительного IL-10, а также 
IL-20 и IL-23 позволили определить цитокино-
вые биомаркеры различных вариантов течения 
СЛ в виде возрастания уровня содержания IL-23 
и снижения TNFα (при атрофическом вариан-
те СЛ); в виде увеличения IL-20, IL-23 и IFNγ 
(при склероатрофическом варианте СЛ); в виде 
максимального возрастания содержания IL-20, 
IL- 23, TNFα, IFNγ и минимального снижения 
IL-10 (при склеротическом варианте СЛ с выра-
женными склеротическими признаками). 

При анализе возможных причин наблюдае-
мых изменений изучаемого цитокинового про-
филя следует учитывать известные данные о 
способности IL-20 усиливать продукцию про-
воспалительных цитокинов (IL-6, IL-8 и МСР) 
и участвовать в репарации эпителия при воспа-
лительных процессах [27], а при сверхэкспрессии 
приводить к подавлению ангиогенеза, гиперпро-
лиферации кератиноцитов, нарушению эпидер-
мальной дифференцировки, что обусловливает 
его важную роль в патогенезе аутоиммунных за-
болеваний (псориаза) [13]. Наряду с этим из-
вестно, что IL-23, принадлежащий к семейству 
IL-12, повышает секрецию IL-17 и IL-22, что 
позволяет ему участвовать в аутоиммунном вос-
палении [29]. Известно также, что супрессивные 
изменения TNFα ассоциированы с некоторыми 
аутоиммунными заболеваниями [21], IFNγ может 
способствовать их развитию [22], а противовос-
палительный IL-10, как антагонист ряда провос-
палительных цитокинов (IFNγ, TNFα и IL-6), 
способен ингибировать экспрессию дендритны-
ми клетками молекул главного комплекса гисто-
совместимости ΙΙ класса и костимуляционных 
молекул с последующим ограничеснием актив-
ности Th2 [13].

Важно отметить целесообразность исполь-
зования указанных цитокинов в качестве объ-
ективных иммунологических критериев эф-
фективности предлагаемой иммунотерапии с 
использованием препарата Деринат, направлен-

ной на оптимизацию терапии дистрофических 
заболеваний вульвы, поскольку существующие 
традиционные методы их лечения (топические 
стероиды, физиотерапевтические методы, топи-
ческие ингибиторы кальциневрина и др.) в ос-
новном имеют симптоматический характер [18], 
а терапия кортикостероидными препаратами 
лишь в отдельных случаях позволяет добиться 
быстрого, но при этом весьма краткосрочного 
эффекта [25].

В этой связи установленная в исследовании 
клиническая и иммунологическая эффектив-
ность иммунотропного препарата Деринат при 
терапии пациенток с различными вариантами те-
чения СЛ позволяет рекомендовать применение 
его при данной патологии как в качестве моно-
терапии, так и в составе комплексного лечения.

Выводы
1.	 Для атрофического варианта СЛ харак-

терным является сочетание увеличения содер-
жания IL-23 со снижением концентрации TNFα, 
для склероатрофического – увеличение содержа-
ния в плазме IL-20, IL-23 и IFNγ, а при склеро-
тическом варианте СЛ с выраженными склеро-
тическими признаками отмечено максимальное 
возрастание уровня IL-20, IL-23, TNFα, IFNγ и 
минимальное снижение концентрации IL-10.

2.	 После иммунотерапии с использованием 
препарата на основе ДНК эукариот наблюдается 
отсутствие клинических проявлений (зуд вульвы 
и диспареуния) СЛ у значительной части иссле-
дуемых женщин: наибольший процент женщин 
с отсутствием жалоб на зуд вульвы отмечен в 
группе с выраженными проявлениями склероза 
тканей, в то время как наибольшая клиническая 
эффективность в отношении диспареунии на-
блюдалась у женщин с атрофическим вариантом 
течения СЛ.

3.	 Исследованиями продемонстрирована 
возможность использования оценки IL-20, IL- 23, 
TNFα, IFNγ и IL-10 в качестве биомаркеров ва-
риантов течения СЛ и критериев эффективности 
проводимой терапии.
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ЛИГАНДЫ ХЕМОКИНОВОГО РЕЦЕПТОРА CXCR3 ПРИ 
САРКОИДОЗЕ
Лазарева Н.М.1, Баранова О.П.1, Кудрявцев И.В.1, 2, Арсентьева Н.А.3, 
Любимова Н.Е.3, Сесь Т.П.1, Илькович М.М.1, Тотолян Арег А.1, 3

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

Резюме. Саркоидоз  – это полисистемное воспалительное заболевание неизвестной этиологии, 
относящееся по своим морфологическим особенностям к группе гранулематозов, гетерогенное по 
клиническим проявлениям и исходам. Клетки иммунной системы, в частности Т-хелперы (Тh), по 
хемокиновым градиентам привлекаются в легочную ткань и/или другие органы и играют важную 
роль в формировании гранулем. Из периферической крови в ткани Тh мигрируют благодаря нали-
чию на их поверхности хемокинового рецептора CXCR3, взаимодействующего с такими лигандами, 
как CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL11/I-TAC. Целью исследования явилось определение уровней 
хемокинов CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL11/I-TAC в периферической крови больных саркои-
дозом в зависимости от особенностей клинического течения заболевания до назначения иммуносу-
прессивной терапии. Были исследованы образцы плазмы крови больных саркоидозом (n = 52). У 37% 
(19/52) отмечалось острое, а у 63% (33/52) – хроническое течение заболевания. Контролем служили 
образцы периферической крови, полученные от 22 практически здоровых добровольцев. Концен-
трации хемокинов (пг/мл) определялись методом мультиплексного анализа по технологии xMAP 
(Luminex), тест-системы Milliplex MAP (Millipore, США). У обследованных больных обнаружено до-
стоверно повышенное содержание хемокинов относительно здоровых лиц: CXCL9 – 4013,00 пг/мл 
против 1142,00 пг/ мл, p < 0,001; CXCL10 – 565,90 пг/мл против 196,60 пг/мл, p < 0,001; CXCL11 – 
230,20 пг/мл против 121,10 пг/мл, p = 0,018. Концентрации CXCL9 и CXCL10 достоверно повышены 
как в образцах крови больных острым, так и хроническим саркоидозом относительно условно здоро-
вых добровольцев, при p < 0,001. Уровень хемокина CXCL11 был достоверно повышен только у боль-
ных с хроническим саркоидозом, по сравнению с группой здоровых: 251,50 пг/мл и 121,10 пг/ мл, при 
p = 0,044, причем уровень этого хемокина коррелировал с активностью ангиотензин-превращающего 
фермента (АПФ) (r = 0,374; p = 0,042). Как известно, уровень АПФ при саркоидозе служит клинико-
лабораторным показателем активности заболевания. При остром течении саркоидоза уровень хемо-
кина CXCL11 не был достоверно выше, чем у здоровых лиц, в то же время концентрация хемокина 
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CXCL9 была достоверно повышенной и коррелировала с активностью АПФ (r = 0,762; p = 0,037). 
Установлено, что по мере появления признаков фиброзирования легочной ткани уровень хемоки-
на CXCL9 снижается: у больных с признаками фиброзирования показатель составил 1839,88 пг/мл 
против 4375,52 пг/мл – у больных без признаков фиброза, р = 0,035. При системных проявлениях 
саркоидоза определялся достоверно более высокий уровень CXCL9: у больных с системными прояв-
лениями – 6036,84 пг/мл против 1927,44 пг/мл у больных без признаков системности, р = 0,018. Ана-
лиз клинико-лабораторной значимости уровней хемокинов в плазме крови обследованных больных 
саркоидозом выявил параметры их чувствительности и специфичности. У больных с острым течени-
ем саркоидоза они составили: для CXCL9 – 84% и 95%, CXCL10 – 84% и 95%, CXCL11 – 74% и 59%; 
при хроническом: CXCL9 – 82% и 72%, CXCL10 – 91% и 77%, CXCL11 – 79% и 55% соответственно. 
Таким образом, определение хемокинов CXCL9, CXCL10 и CXCL11 при саркоидозе вносит вклад в 
понимание их роли в развитии заболевания  – привлечении Т-хелперов из периферической крови 
в легочную ткань и формировании гранулем. Клинико-иммунологические сопоставления уровня 
CXCL9 в периферической крови больных и особенностей течения саркоидоза указывают на роль это-
го диагностического параметра для оценки активности, признаков фиброзирования легочной ткани 
и системности заболевания.

Ключевые слова: саркоидоз, хемокины, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCR3 лиганды, плазма крови

CXCR3 CHEMOKINE RECEPTOR LIGANDS IN SARCOIDOSIS
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Lyubimova N.E.c, Ses’ T.P.a, Ilkovich M.M.a, Totolian Areg A.a, c

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

Abstract. Sarcoidosis is a polysystemic inflammatory disease of unknown etiology, morphologically related 
to the group of granulomatosis, with heterogeneous clinical manifestations and outcomes. Immune cells, in 
particular T helper cells, are attracted to lung tissue and/or other organs by chemokine gradients and play an 
important role in the granuloma formation. T helper cells migrate from peripheral blood to the tissues due to 
expression of CXCR3 chemokine receptor on their surface. It interacts, e.g., with CXCL9/MIG, CXCL10/
IP- 10, and CXCL11/I-TAC. Our study was aimed for determining the levels of CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, 
CXCL11/I-TAC chemokines in peripheral blood of the patients with sarcoidosis, depending on the features of 
their clinical course before administration of immunosuppressive therapy. We studied peripheral blood plasma 
samples of the patients with sarcoidosis (n = 52). In 37% (19/52), they exhibited acute clinical manifestations, 
and 63% (33/52) had chronic sarcoidosis. The control group included peripheral blood samples from healthy 
volunteers (n = 22). The chemokine concentrations (pg/ml) were determined by multiplex analysis using xMAP 
technology (Luminex), and Milliplex MAP test system (Millipore, USA). In the patients with sarcoidosis, 
significantly higher levels of chemokines were shown relative to healthy volunteers: CXCL9, 4013.00 pg/ml 
vs 1142.00 pg/ml (p < 0.001); CXCL10, 565.90 pg/ml vs 196.60 pg/ml (p < 0.001); CXCL11, 230.20 pg/ml vs 
121.10 pg/ml (p = 0.018). Plasma concentrations of CXCL9 and CXCL10 were significantly increased both in 
blood samples from patients with acute and chronic sarcoidosis compared to healthy volunteers, p < 0.001. The 
level of CXCL11 chemokine was significantly increased only in the patients with chronic sarcoidosis, compared 
to the healthy volunteers: respectively, 251.50 pg/ml and 121.10 pg/ml (p = 0.044). The levels of this chemokine 
correlated with the activity of angiotensin-converting enzyme (ACE), with r = 0.374; p = 0.042. The ACE 
level in sarcoidosis is considered a clinical and laboratory index of the disease activity. In acute sarcoidosis, 
the level of CXCL11 chemokine was not significantly higher than in healthy individuals, whereas the CXCL9 
chemokine content was significantly increased and correlated with ACE activity (r = 0.762; p = 0.037). The 
level of CXCL9 chemokine was significantly decreased in patients with signs of fibrosis as compared with 
fibrosis-free patients (1839.88 pg/ml vs 4375.52 pg/ml, p = 0.035). Significantly higher levels of CXCL9 were 
detected in cases of systemic sarcoidosis, i.e. 6036.84 pg/ml, as compared with 1927.44 pg/ml in the patients 
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without these signs (p  =  0.018). Evaluation of clinical and laboratory diagnostic characteristics for plasma 
chemokine levels in sarcoidosis patients allowed to assess their sensitivity and specificity. The respective values 
were as follows: in acute sarcoidosis: for CXCL9, 84% and 95%; for CXCL10, 84% and 95%; for CXCL11, 
74% and 59%. In chronic sarcoidosis, the respective values for CXCL9 were 82% and 72%; for CXCL10, 91% 
and 77%; for CXCL11, 79% and 55%, respectively. Thus, the determination of plasma CXCL9, CXCL10, and 
CXCL11 chemokines in sarcoidosis allows of understanding their role in development of the disease, e.g., 
recruitment of T helper cells from peripheral blood to the lung tissue, and granuloma formation. Clinical and 
immunological comparisons of CXCL9 levels in the peripheral blood of patients and characteristics of the 
clinical course of sarcoidosis indicate to the role of this diagnostic parameter for assessing the disease activity, 
signs of lung fibrosis, and systemic manifestations in this disease.

Keywords: sarcoidosis, chemokines, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCR3 ligands, peripheral blood, plasma

Введение
Саркоидоз – это полисистемное воспалитель-

ное заболевание неизвестной этиологии, относя-
щееся по своим морфологическим особенностям 
к группе гранулематозов, гетерогенное по кли-
ническим проявлениям и исходам. Характерной 
особенностью саркоидоза является формирова-
ние эпителиоидно-клеточных гранулем без при-
знаков некроза, преимущественно в легочной 
ткани, внутригрудных лимфатических узлах, 
реже в других органах [3, 15, 23]. Важную роль 
в иммунопатогенезе саркоидоза, как и других 
гранулематозных заболеваний, играют CD4+Т-
лимфоциты, продуцирующие интерферон-гамма 
(IFNγ) [12, 31, 37]. 

Миграция CD4+Т-лимфоцитов из перифери-
ческой крови в поврежденные ткани при сарко-
идозе возможна благодаря наличию на поверхно-
сти клеток хемокинового рецептора CXCR3 [12, 
16, 43, 49]. Экспрессировать CXCR3 способны 
также «пластичные» Т-хелперы 17-го типа (Th17), 
цитотоксические CD8+Т-лимфоциты, ряд субпо-
пуляций Т-регуляторных клеток, В-лимфоциты, 
натуральные киллеры, дендритные клетки, а так-
же клетки эпителия и эндотелия [4, 20, 28, 32, 
41, 42]. В ряде наших публикаций представлены 
данные об особенностях субпопуляционного со-
става Т-лимфоцитов, В-лимфоцитов и профиля 
цитокинов у больных саркоидозом, в том числе 
в сопоставлении с клиническими особенностями 
течения заболевания [2, 5, 6, 7]. Хемокиновый 
рецептор CXCR3 взаимодействует с несколькими 
лигандами (хемокинами), к числу которых отно-
сятся CXCL9 или MIG (от англ. monokine induced 
by gamma-interferon), CXCL10 или IP-10 (от 
англ. interferon-induced protein of 10kDa), а также 
CXCL11 или I-TAC (от англ. interferon inducible 
T cell alpha chemoattractant). 

Все перечисленные хемокины, связывающие 
CXCR3, обладают целым рядом особенностей 
функционирования: 

–	 CXCL9 и CXCL10 обладают различным 
сродством связывания с CXCR3 и способностью 

к передаче сигнала через данный рецептор [12, 
16, 17]; 

–	 CXCL11 обладает дополнительной спо-
собностью к взаимодействию с CXCR7, экспрес-
сирующемуся на клетках иммунной системы [48]; 

–	 основным активатором экспрессии 
CXCL9 является интерферон-гамма. Под влия-
нием IFNγ лиганды к CXCR3 продуцируют ма-
крофаги, клетки интерстиция, эпителия и эндо-
телия, а также фибробласты [11, 12, 48];

–	 синтез CXCL10, наряду с IFNγ, также 
способен вызывать интерферон-альфа (IFNα), 
фактор некроза опухолей-альфа (TNFα) и липо-
полисахариды [12, 22, 30, 35, 38, 39, 49].

Взаимодействие CXCR3 с лигандами играет 
важную роль при инфекционных, аутоиммунных 
и онкологических заболеваниях, а также при ряде 
патологических состояний, связанных с наруше-
нием регуляции ангиогенеза [1, 9, 10, 11, 12, 19, 
41, 45].

Целый ряд исследований посвящен изучению 
лигандов для CXCR3 при саркоидозе [11, 12, 21, 
33, 36, 45, 46]. Это определяется тем, что, с од-
ной стороны, именно клетки, экспрессирующие 
CXCR3, участвуют в формировании гранулем 
при саркоидозе, а с другой стороны, основным 
индуктором синтеза всех изученных лигандов 
CXCR3 является IFNγ, играющий важную пато-
генетическую роль в развитии иммунных ответов 
при заболевании.

Показано, что при саркоидозе CXCL9-, 
CXCL10-, CXCL11-хемокины, взаимодейству-
ющие с CXCR3-рецепторами клеток крови, 
обеспечивают хоуминг CD4+Т-лимфоцитов и 
моноцитов в очаг поражения для дальнейшего 
формирования гранулем [22, 25, 33, 34, 47]. Эти 
хемокины также участвуют в процессах ангиоге-
неза и пролиферации клеток при саркоидозе [8, 
44].

В литературе представлены данные о воз-
можном использовании определения уровней 
CXCL9, CXCL10, CXCL11 в периферической 
крови больных саркоидозом для проведения кли-
нико-лабораторных исследований. Ряд авторов 
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указывают на роль CXCL10 хемокина в механиз-
мах формирования гранулем как при остром, так 
и при хроническом саркоидозе [12, 42]. В других 
работах описывается значимость определения 
концентраций CXCL10 в крови в качестве до-
полнительного диагностического показателя 
тяжести заболевания и показателя прогрессиру-
ющего течения заболевания [40, 45]. Arger и со-
авт. указывают, что повышение уровня CXCL11 в 
периферической крови и в бронхоальвеолярном 
лаваже (БАЛ) у больных саркоидозом коррелиру-
ет со снижением показателей функции внешнего 
дыхания, легочных объемов и, соответственно, с 
ухудшением течения заболевания [11, 12].

Вместе с тем роль отдельных хемокинов в 
патогенезе саркоидоза и возможность примене-
ния данных показателей для клинической лабо-
раторной диагностики с целью оценки течения 
заболевания и его прогноза остаются противо-
речивыми. В этой связи целью нашей работы 
явилось определение уровней хемокинов CXCL9, 
CXCL10, CXCL11 у больных саркоидозом в сопо-
ставлении с особенностями клинического тече-
ния заболевания.

Материалы и методы
Объектом исследования служила венозная 

кровь, полученная путем пункции перифериче-
ской вены и собранная в вакуумные пробирки с 
содержанием K3ЭДТА. 

Основную группу составили 52 больных сар-
коидозом в возрасте 20-67 лет, не получавших 
иммуносупрессивную терапию, в том числе си-
стемные кортикостероиды, и плазмаферез. В за-
висимости от клинического течения заболевания 
были выделены две основные группы. В первую 
группу вошли 19 пациентов с острым дебютом 
(«синдром Лёфгрена»), во вторую – 33 пациента 
с хроническим дебютом заболевания («не син-
дром Лёфгрена»). Все больные саркоидозом про-
ходили обследование на базе клиники НИИ ин-
терстициальных и орфанных заболеваний легких 
при ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский 
государственный медицинский университет им. 
акад. И.П. Павлова» Минздрава России, у 94% 
больных диагноз был подтвержден с помощью 
гистологического исследования. 

В качестве группы сравнения использовали 
образцы периферической крови 22 практически 
здоровых добровольцев, сопоставимых по полу и 
возрасту с обследованными больными саркоидо-
зом. 

Все исследования были проведены с инфор-
мированного согласия пациентов и в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией Всемирной 
ассоциации «Этические принципы проведения 
научных медицинских исследований с участи-

ем человека» с поправками 2000 г. и «Правилами 
клинической практики в Российской Федера-
ции», утвержденными Приказом Минздрава РФ 
от 19.06.2003 г. № 266.

Анализ исследуемых хемокинов проводили в 
сопоставлении с рядом клинических, инструмен-
тальных и лабораторных показателей. При обсле-
довании больных учитывались появление жалоб, 
симптомов, наличие или отсутствие системных 
(экстрапульмональных) проявлений, повышение 
расчетного систолического давления в легочной 
артерии (СДЛА, мм  рт.  ст.) по данным эходоп-
плеркардиографии (ЭходопплерКГ), увеличение 
лимфоузлов, нарастание изменений в легочной 
ткани и распространенности очагов поражений, 
появление и прогрессирование признаков фи-
броза и другие проявления неблагоприятного 
течения саркоидоза по данным мультиспираль-
ной компьютерной томографии (МСКТ) орга-
нов грудной клетки (ОГК). Учитывали динами-
ку изменения показателей функции внешнего 
дыхания, с определением легочных объемов, в 
том числе оценивали снижение диффузион-
ной способности легких (DLCO, %) по данным 
комплексного функционального исследования 
внешнего дыхания (КФИВД).

В качестве лабораторного показателя оценки 
активности заболевания использовали актив-
ность ангиотензин-превращающего фермента 
(АПФ) в сыворотке крови (ACE Unit ( = 1 IU/ ml)). 
Положительным считался результат активности 
АПФ больше 70 ACE Unit, референтные значе-
ния для лиц старше 18 лет составляли 20-70 ACE 
Unit. 

В плазме крови измеряли концентрации 
CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 и CXCL11/I-TAC 
хемокинов (пг/мл) методом мультиплексного 
анализа по технологии xMAP (Luminex). Исполь-
зовались коммерческие тест-системы Milliplex 
MAP (Millipore, США) с применением магнит-
ных микросфер Milliplex Mag (США), соглас-
но инструкциям производителя. Регистрацию и 
анализ данных проводили на приборе Luminex 
MAGPIX (Luminex, США).

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили при помощи пакетов программ 
Statistica 8.0 (StatSoft, США) и GraphPad Prism 
5.00 for Windows (GraphPad Prism Software Inc., 
США). 

Полученные результаты представлены в виде 
медианы (Ме) и интерквартильного диапазона 
(Q0,25-Q0,75). Для сравнения выборок полученных 
данных использовали непараметрический кри-
терий Манна–Уитни, а также корреляционный 
анализ с использованием коэффициента ранго-
вой корреляции r-Спирмена. 
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Результаты
Bсего было обследовано 52 больных саркоидо-

зом, из них острый дебют заболевания отмечался 
у 37% (19/52), хронический – у 63% (33/52). Рас-
пределение обследованных пациентов по ста-
диям заболевания на основании данных рентге-
нологического обследования в момент первого 
визита к врачу и постановки диагноза до назна-
чения терапии представлено в таблице 1.

Таким образом, среди всех обследованных 
больных как с острым (n = 13/19), так и с хрони-
ческим дебютом заболевания (n  =  22/33), пода-
вляющее большинство составляли больные со II 
стадией саркоидоза.

В образцах периферической крови во всей 
группе больных саркоидозом относительно ус-
ловно здоровых добровольцев было достоверно 
повышено содержание трех хемокинов:

–	 концентрация CXCL9 в образцах плаз-
мы крови больных составила 4013,00 (1859,00-
7688,00) пг/мл относительно условно здоро-
вых лиц  – 1142,00 (584,70-1616,00) пг/мл при 
p < 0,001; 

–	 CXCL10 хемокина  – 565,90 (362,30-
771,70) пг/мл против 196,60 (119,30-249,40) пг/мл 
у здоровых, при p < 0,001; 

–	 CXCL11  – 230,20 (149,20-469,10) пг/мл 
против 121,10 (76,23-259,50) пг/мл, при p = 0,018. 

Результаты сопоставления концентрации хе-
мокинов в группах больных с острым (группа 1) 

и хроническим (группа 2) дебютом заболевания 
в сравнении с группой контроля представлены в 
таблице 2 и рисунке 1. 

Как видно из таблицы 2, содержание хемоки-
нов CXCL9 и CXCL10 достоверно повышено как 
в образцах больных с острым, так и хроническим 
саркоидозом по сравнению с группой практиче-
ски здоровых лиц. 

Уровень хемокина CXCL11 повышен толь-
ко у больных с хроническим саркоидозом по 
сравнению с практически здоровыми лицами: 
251,50 (149,20-417,10) пг/мл и 121,10 (76,23-
259,50) пг/ мл, при p = 0,044 соответственно. 

Достоверных различий по уровню всех трех 
исследуемых хемокинов между группами 1 и 2 
обследуемых больных выявлено не было. 

Для оценки информативности определения 
концентрации данных хемокинов в плазме кро-
ви был проведен анализ кривых операционной 
характеристики (receiver-operating-characteristic 
curve-ROC) и вычислены площади под характе-
ристической кривой операционной характери-
стики (ППК). Отдельно сравнивались уровни 
хемокинов при остром и хроническом дебютах 
саркоидоза. Основные характеристики ROC-
кривых представлены на рисунке 2. 

При анализе информативности концентраций 
исследуемых хемокинов в плазме крови больных 
саркоидозом были получены следующие значе-
ния, представленные в таблице 3. Наиболее зна-
чимыми и информативными показателями как 

ТАБЛИЦА 1.  ХАРАКТЕРИСТИКА ГРУПП БОЛЬНЫХ САРКОИДОЗОМ НА ОСНОВАНИИ РЕНТГЕНОЛОГИЧЕСКОГО 
ОБСЛЕДОВАНИЯ

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF PATIENTS GROUPS WITH SARCOIDOSIS BASED ON X-ray EXAMINATION

Рентгенологическая
стадия

Radiographic (X-ray) stage

Общее число больных 
саркоидозом

Total number of patients 
with sarcoidosis

(%)

Число больных острым 
саркоидозом

Number of patients with 
acute sarcoidosis

(%)

Число больных 
хроническим 
саркоидозом 

Number of patients with 
chronic sarcoidosis

(%)

Стадия 0
Stage 0 0/52 (0%) 0/19 (0%) 0/33 (0%)

Стадия I
Stage I 10/52 (19,2%) 6/19 (32%) 4/33 (12%)

Стадия II
Stage II 35/52 (67,3%) 13/19 (68%) 22/33 (67%)

Стадия III
Stage III 7/52 (13,5%) 0/19 (0%) 7/33 (21%)

Стадия IV
Stage IV 0/52 (0%) 0/19 (0%) 0/33 (0%)

Всего
Total 52 19 33
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ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИИ ХЕМОКИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ (пг/мл) У БОЛЬНЫХ С ОСТРЫМ (n = 19), ХРОНИЧЕСКИМ 
ДЕБЮТОМ САРКОИДОЗА (n = 33) И УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ ДОБРОВОЛЬЦЕВ (n = 22), Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. PERIPHERAL BLOOD PLASMA LEVELS OF CHEMOKINES (pg/ml) IN PATIENTS WITH ACUTE (n = 19), CHRONIC 
SARCOIDOSIS (n = 33) AND HEALTHY VOLUNTEERS (n = 22), Me (Q0.25-Q0.75)

Хемокины
Chemokines

Концентрация в плазме крови, пг/мл
Peripheral blood plasma level, pg/ml

Значимость 
различий (р)

Statistically 
significant (p)

Группа 1
Острый саркоидоз

Group 1
Acute sarcoidosis

(n = 19)

Группа 2
Хронический 

саркоидоз
Group 2

Chronic sarcoidosis
(n = 33)

Группа 3
Условно здоровые 

добровольцы
Group 3

Healthy volunteers
(n = 22)

CXCL9/MIG 4698,00
(2698,00-8816,00)

3582,00
(1581,00-6964,00)

1142,00
(584,70-1616,00)

p1-2 = 0,334
p1-3 < 0,001
p2-3 < 0,001

CXCL10/IP-10 667,40
(459,20-777,50)

530,00
(315,3-795,8)

196,6
(119,30-249,40)

p1-2 = 0,403
p1-3 < 0,001
p2-3 < 0,001

CXCL11/I-TAC 209,90
(166,10-481,50)

251,50
(149,20-417,10)

121,10
(76,23-259,50)

p1-2 = 0,689
p1-3 = 0,059
p2-3 = 0,044

Рисунок 1. Концентрации хемокинов в плазме крови (пг/мл) больных с хроническим (n = 33), острым (n = 19) 
дебютом саркоидоза и условно здоровых добровольцев (n = 22)
Примечание. ХС – больные хроническим саркоидозом (n = 33); ОС – больные острым саркоидозом (n = 19); УЗ – условно 
здоровые добровольцы (n = 22). Различия между группами указаны согласно U-критерию Манна–Уитни.
Figure 1.  Peripheral blood plasma levels of chemokines (pg/ml) in patients with acute (n = 19), chronic sarcoidosis (n = 33) and 
healthy volunteers (n = 22)
Note. CS, patients with chronic sarcoidosis (n = 33); AS, patients with acute sarcoidosis (n = 19); H, healthy volunteers (n = 22). Differences 
between groups are indicated according to the Mann–Whitney U-test. 

при остром, так и хроническом саркоидозе явля-
ются уровни CXCL9 и CXCL10, по сравнению с 
хемокином CXCL11.

Для более детального анализа клинико-диаг
ностической значимости определяемых хемоки-
нов, выполнен корреляционный анализ концен-
траций хемокинов в плазме крови в зависимости 
от особенностей клинического течения сарко-
идоза на основании данных инструментального 

обследования поражений органов и лаборатор-
ного показателя активности заболевания (уро-
вень АПФ).

В общей группе всех обследованных больных 
саркоидозом (n  =  52) установлена положитель-
ная взаимосвязь между уровнем хемокина CXCL9 
(пг/мл) и уровнем активности АПФ (r  =  0,345; 
p = 0,029). 

p < 0,001
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В группе больных с хроническим саркоидо-
зом выявлена положительная корреляция между 
концентрацией CXCL11 (пг/мл) и уровнем АПФ 
(r = 0,374; p = 0,042). У больных с острым дебю-
том саркоидозом выявлена прямая положитель-
ная связь между уровнем АПФ и концентрацией 
хемокина (пг/мл) CXCL9 (r  =  0,762; p  =  0,037). 
Таким образом, наиболее сильная корреляцион-
ная связь между анализируемыми показателями 
была получена для CXCL9 хемокина при остром 
течении саркоидоза (при синдроме Лёфгрена).

Метод мультиспиральной компьютерной то-
мографии (МСКТ) легких позволяет с высокой 
точностью визуализировать изменения в ле-
гочной ткани и размеры регионарных лимфа-
тических узлов. В настоящем исследовании мы 
сравнивали изменения уровней хемокинов в за-
висимости от наличия или отсутствия тех или 

иных признаков изменений на МСКТ: размеров 
лимфатических узлов; очаговых изменений в ле-
гочной ткани; проявлений пневмофиброза. По-
скольку иммунорегуляторные процессы при сар-
коидозе могут приводить к спонтанной ремиссии 
заболевания, а исследуемые хемокины играют 
важную роль в привлечении клеток в легочную 
ткань и в формировании гранулем, были проана-
лизированы уровни хемокинов CXCL9, CXCL10, 
CXCL11 у больных с хроническим саркоидозом с 
наличием признаков фиброза и без таковых. 

Таким образом, можно косвенно установить 
диагностически значимые уровни хемокинов, 
свидетельствующие о развитии необратимых из-
менений в легочной ткани. Подобное исследова-
ние может иметь практическое значение для кли-
нической лабораторной диагностики, поскольку 
обнаружение признаков пневмофиброза по ре-

Рисунок 2. ROC-кривые, характеризующие зависимость чувствительности и специфичности концентраций 
хемокинов в плазме крови больных острым (n = 19) и хроническим (n = 33) саркоидозом 
Примечание. Верхняя строка: ROC-кривые, характеризующие зависимость чувствительности и специфичности уровней 
хемокинов в плазме крови больных острым саркоидозом (n = 19). Нижняя строка: ROC-кривые, характеризующие зависимость 
чувствительности и специфичности уровней хемокинов в плазме крови больных хроническим саркоидозом (n = 33). ППК – 
вычисленная площадь под характеристической кривой операционной характеристики.
Figure 2. ROC curves characterizing the dependence of sensitivity and specificity of chemokines plasma levels in patients with 
acute (n = 19) and chronic (n = 33) sarcoidosis 
Note. Upper line: ROC curves characterizing the dependence of sensitivity and specificity of chemokines plasma levels in patients with acute 
sarcoidosis (n = 19). Bottom line: ROC curves characterizing the dependence of sensitivity and specificity of chemokines plasma levels in patients 
with chronic sarcoidosis (n = 33). AUC, area under the operating characteristic curve.
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зультатам МСКТ является критически важным 
для назначения и коррекции дозы стероидной 
терапии у больных саркоидозом. Нами был вы-
полнен анализ уровней хемокинов в плазме кро-
ви больных с хроническим дебютом заболевания 

без признаков фиброзирования легочной ткани 
и с выявленными признаками пневмофиброза 
(табл. 4).

Поскольку достоверность различий между 
группами пациентов была установлена только 

ТАБЛИЦА 3. КРИТЕРИИ ИНФОРМАТИВНОСТИ КОНЦЕНТРАЦИЙ ИССЛЕДУЕМЫХ ХЕМОКИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ 
БОЛЬНЫХ С ОСТРЫМ (n = 19) И ХРОНИЧЕСКИМ САРКОИДОЗОМ (n = 33)

TABLE 3. CRITERIA FOR LABORATORY VALUE OF PLASMA CHEMOKINE CONCENTRATIONS IN PATIENTS WITH ACUTE 
(n = 19) AND CHRONIC SARCOIDOSIS (n = 33)

Группа больных
Patient group

Острый дебют саркоидоза
Acute sarcoidosis

(n = 19)

Хронический дебют саркоидоза
Chronic sarcoidosis

(n = 33)

Хемокин
Chemokine CXCL9/MIG CXCL10/

IP-10
CXCL11/ 

I-TAC CXCL9/MIG CXCL10/
IP-10

CXCL11/ 
I-TAC

Чувствительность
Sensitivity 84% 84% 74% 82% 91% 79%

Специфичность
Specificity 95% 95% 59% 72% 77% 55%

Критерий разделения 
(пг/мл)
Criterion of the separation 
(pg/ml)

> 2440,00 
пг/мл

> 418,10  
пг/мл

> 181,40  
пг/мл

> 1423,00  
пг/мл

> 227,90  
пг/мл

> 136,80  
пг/мл

ППК*
AUC* 0,916 0,940 0,673 0,857 0,902 0,663

p p < 0,001 p < 0,001 p = 0,058 p < 0,001 p < 0,001 p = 0,043

Примечание. * ППК – вычисленная площадь под характеристической кривой операционной характеристики.

Note. * AUC, area under the operating characteristic curve.

ТАБЛИЦА 4. КОНЦЕНТРАЦИИ ХЕМОКИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ (пг/мл) БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ САРКОИДОЗОМ 
(n = 22) С ПРИЗНАКАМИ ФИБРОЗИРОВАНИЯ ЛЕГОЧНОЙ ТКАНИ (n = 9) И БЕЗ ТАКОВЫХ ПРИЗНАКОВ (n = 13),  
Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 4. PERIPHERAL BLOOD PLASMA LEVELS OF CHEMOKINES (pg/ml) IN PATIENTS WITH CHRONIC SARCOIDOSIS 
(n = 22) WITH SIGNS OF FIBROSIS OF THE LUNG TISSUE (n  = 9) AND WITHOUT SUCH SIGNS (n = 13), Me (Q0.25-Q0.75)

Хемокины
Chemokines

Концентрация в плазме крови, пг/мл
Peripheral blood plasma level, pg/ml

Значимость 
различий (р)

Statistically 
significant (p)

Группа больных хроническим 
саркоидозом без признаков 

пневмофиброза
Chronic sarcoidosis patients 

without signs of fibrosis of the lung 
tissue

(n = 13)

Группа больных хроническим 
саркоидозом с признаками 

пневмофиброза
Chronic sarcoidosis patients with 
signs of fibrosis of the lung tissue

(n = 9)

CXCL9/MIG 4375,52
(2306,14-6036,84)

1839,88
(1156,61-3582,48) р = 0,035

CXCL10/IP-10 429,31
(294,89-556,94)

625,39
(353,09-1504,89) р = 0,133

CXCL11/I-TAC 171,57
(163,72-357,92)

149,24
(89,10-343,57) р = 0,229
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для CXCL9, для этого хемокина был выполнен 
анализ показателей клинико-лабораторной ин-
формативности у больных с хроническим дебю-
том саркоидоза с признаками пневмофиброза. 
По результатам проведенного ROC-анализа для 
CXCL9 получены следующие показатели: чув-
ствительность – 89%; специфичность – 62%; кри-
терий > 3962,00 пг/мл; ППК = 0,769; p = 0,035. 

Таким образом, достоверно сниженные кон-
центрации CXCL9 в плазме крови характерны 
для больных с хроническим саркоидозом при не-
благоприятном течении заболевания (процессы 
фиброзирования легочной ткани).

Для выявления особенностей хемокиновой 
регуляции при системных проявлениях сарко-
идоза и оценки возможной диагностической 
значимости исследуемых хемокинов при генера-
лизации процесса был выполнен анализ резуль-
татов клинико-инструментальных исследований. 

С этой целью группу больных с хроническим 
течением саркоидоза разделили на 2 подгруппы: 
1  – больные без наличия экстрапульмональных 
проявлений заболевания, с локализацией про-
цесса только в органах дыхания; 2  – больные с 
выраженными экстрапульмональными прояв-
лениями саркоидоза (признаки гепато-/сплено-
мегалии по результатам УЗИ органов брюшной 
полости, наличие суставного синдрома; увеличе-
ние размеров лимфатических узлов внелегочной 
локализации (наддиафрагмальных, перипорталь-
ных, забрюшинных, паховых, шейных и иной ло-
кализации); поражения глаз (увеит саркоидной 
этиологии)).

У больных обеих подгрупп были проанали-
зированы уровни всех исследуемых хемокинов в 
плазме крови. Достоверные различия были полу-
чены только для CXCL9. Оказалось, что уровни 
этого хемокина достоверно выше у больных с си-
стемными проявлениями и составляют 6036,84 
(3582,48-12082,23) пг/мл против 1927,44 (954,02-
2523,81) пг/мл у больных без признаков систем-
ности, р = 0,018.

Таким образом, согласно результатам про-
веденного анализа уровней хемокинов CXCL9, 
CXCL10 и CXCL11 в плазме крови больных сар-
коидозом, наибольшей диагностической зна-
чимостью как при остром, так и хроническом 
саркоидозе, при появлении признаков пневмо-
фиброза, а также при выраженных системных 
проявлениях саркоидоза является уровень хемо-
кина CXCL9.

Обсуждение
Изучение хемокинов, в частности CXCL9, 

CXCL10, CXCL11 является актуальным и спо-
собствует более тонкому пониманию механизмов 
направленной миграции клеток-эффекторов им-

мунного ответа из периферической крови в пора-
женные органы и ткани. 

В ряде работ отечественных и зарубежных 
авторов показано повышение уровня хемокина 
CXCL9, наряду с другими лигандами рецептора 
CXCR3, в сыворотке крови больных при аутоим-
мунном тиреоидите [9, 10], ревматоидном артри-
те [29], системной красной волчанке [27], сарко-
идозе [11, 12, 40, 41, 45], гепатите С [1, 19].

Поскольку при саркоидозе развивается си-
стемное гранулематозное воспаление, опосреду-
емое гиперактивностью клеток иммунной систе-
мы и синтезируемых ими цитокинов, в частности 
IFNγ [3, 12, 31], на наш взгляд, определение кон-
центраций IFNγ-индуцированных хемокинов  – 
CXCL9, CXCL10, CXCL11 – в плазме крови боль-
ных саркоидозом, в зависимости от клинических 
особенностей заболевания, является актуальным. 

Объектом исследования служили образцы 
плазмы крови больных саркоидозом и практиче-
ски здоровых лиц. Определение концентрации 
CXCL9, CXCL10 и CXCL11 хемокинов прово-
дили с помощью современного метода мульти-
плексного анализа.

Для проведения клинико-иммунологических 
сопоставлений всех обследованных больных сар-
коидозом, в зависимости от особенностей кли-
нического течения заболевания, распределили 
по группам (табл. 1).

На наш взгляд, очень важным для изучения 
иммунологических показателей является отсут-
ствие иммуносупрессивной терапии у обследо-
ванных больных, поскольку диагноз «саркоидоз» 
им был установлен впервые, лечение кортикосте-
роидными препаратами не проводилось.

У 52 обследованных больных с впервые уста-
новленным диагнозом «саркоидоз» обнаружено 
достоверное повышение уровня всех трех хемо-
кинов: CXCL9, CXCL10 и CXCL11 относительно 
здоровых лиц (табл. 2).

Как видно из таблицы 2, достоверное повыше-
ние концентраций CXCL9 и CXCL10 хемокинов 
отмечалось в группах больных как с острым, так 
и с хроническим течением саркоидоза по сравне-
нию с группой практически здоровых, а уровень 
CXCL11 был повышен только у больных с хрони-
ческим течением саркоидоза. 

Повышение уровней CXCL11 в перифери-
ческой крови и в бронхоальвеолярном лаваже у 
больных саркоидозом, по данным ряда авторов, 
коррелирует со снижением показателей функции 
внешнего дыхания, легочных объемов и свиде-
тельствует о неблагоприятном течении саркоидо-
за [11]. В нашей работе показано, что при остром 
дебюте заболевания, сопровождающимся, как 
известно, более благоприятным прогнозом и до-
статочно высокой вероятностью развития спон-
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танной ремиссии заболевания, концентрация 
CXCL11 хемокина в плазме крови больных не от-
личалась от нормальных значений.

В настоящем исследовании показано, что в 
плазме крови больных саркоидозом достовер-
но повышены концентрации CXCL9 и CXCL10 
хемокинов, что не противоречит данным Su R и 
соавт. [45]. В работе этих авторов была установле-
на обратная корреляционная зависимость между 
уровнями данных хемокинов и изменениями 
параметров функции внешнего дыхания (фор-
сированная жизненная емкость легких и диффу-
зионная способность легких). Уровень CXCL10 
достоверно коррелировал с тяжестью заболе-
вания; отмечалось нарастание концентрации 
CXCL10 у больных саркоидозом при прогресси-
ровании заболевания по сравнению с больными 
в состоянии ремиссии [45].

В работах других авторов обсуждается роль 
CXCL10 в механизмах формирования гранулем 
в связи со способностью этого хемокина при-
влекать из периферической крови в легочную 
ткань различные субпопуляции Т-хелперов (Th1, 
Th17, регуляторные T-лимфоциты), а также 
В-лимфоциты, как при остром, так и при хрони-
ческом саркоидозе [14, 42, 43]. Уровень CXCL10 
в периферической крови был предложен в каче-
стве диагностического показателя, отражающего 
тяжесть течения саркоидоза [40].

В нашем исследовании также был получен ряд 
прямых корреляционных взаимосвязей между 
уровнями исследуемых хемокинов  – CXCL9, 
CXCL10 и CXCL11 и уровнем АПФ как основного 
клинико-лабораторного показателя активности 
саркоидоза. Наиболее высокие показатели коэф-
фициента корреляции между уровнем CXCL9 и 
активностью АПФ отмечены у больных с острым 
течением саркоидоза (r  =  0,762; p  =  0,037). 
У  больных с хроническим дебютом саркоидоза 
также установлена достоверная положительная 
корреляция между уровнем CXCL11 хемокина и 
активностью АПФ (r = 0,374; p = 0,042). 

Полученные данные подтверждаются ря-
дом исследований. Так, Geyer и соавт. методом 
мультиплексного анализа провели исследования 
уровней ряда цитокинов в плазме крови больных 
саркоидозом и установили повышенное содер-
жание CXCL10 и TNFα при разной степени ак-
тивности легочного саркоидоза, тяжести течения 
и ухудшения прогноза заболевания [21]. В сыво-
ротке крови больных с поражением глаз при сар-
коидозе обнаружены высокие уровни хемокинов 
CXCL9 и CXCL10, что коррелировало с активно-
стью заболевания и уровнем АПФ [46]. 

Таким образом, полученные в настоящем ис-
следовании данные свидетельствуют о важной 
роли хемокинов CXCL9, CXCL10 и CXCL11, во 

многом определяющих активность процесса гра-
нулемообразования при саркоидозе. Измерение 
их концентраций в плазме крови больных сарко-
идозом в динамике развития заболевания, наряду 
с другими клинико-лабораторным показателями, 
включая уровень АПФ, может способствовать 
более полной оценке активности заболевания и 
служить в качестве дополнительного критерия 
для своевременной коррекции терапии с целью 
улучшения прогноза. 

Острое начало саркоидоза (синдром Лёфгре-
на), как правило, характеризуется достаточно 
благоприятным прогнозом. При хроническом 
течении саркоидоза также возможен благопри-
ятный прогноз, однако при неблагоприятном 
течении активируются процессы фиброгенеза 
в пораженных органах [3, 11, 12, 14, 18, 24]. Мы 
изучали уровни хемокинов CXCL9, CXCL10, 
CXCL11 в плазме крови больных с хроническим 
течением заболевания без признаков фибрози-
рования легочной ткани и с пневмофиброзом. 
Оказалось, что концентрация хемокина CXCL9 
у пациентов без признаков фиброза составила 
4375,52 (2306,14-6036,84) пг/мл и была досто-
верно (р = 0,035) выше, чем у пациентов с пнев-
мофиброзом 1839,88 (1156,61-3582,48) пг/мл. 
В экспериментальных работах на модели сарко-
идоза показано, что, в зависимости от режимов 
сенсибилизации животных, возможны разные 
исходы гранулемообразования: от полного об-
ратного развития гранулематозных поражений 
до выраженного пневмофиброза, формирую-
щегося вокруг гранулем, а также в перибронхи-
альных зонах [18, 24]. Основную роль для благо-
приятного прогноза заболевания, по-видимому, 
играет генетически обусловленная способность 
организма к своевременной активации иммуно-
регуляторных процессов, минимизирующих воз-
можность деструкции и последующего фибро-
зирования пораженной ткани. Одним из таких 
механизмов является активация CCR4 – зависи-
мых Т-регуляторных лимфоцитов и цитокиновая 
регуляция активности бронхолегочного эпите-
лия, врожденных лимфоидных клеток, макрофа-
гов, Т-хелперов в легочной ткани [13].

Хемокин CXCL9, как известно, способствует 
направленному движению клеток-эффекторов 
гранулемообразования в легкие из перифери-
ческой крови [25, 33, 36, 41, 45]. Обнаруженное 
в настоящей работе пониженное содержание 
CXCL9 в плазме при активации процессов фи-
брозирования легочной ткани, вероятно, может 
свидетельствовать о снижении интенсивности 
гранулемообразования на этапе включения ме-
ханизмов ремоделирования пораженной ткани и 
формирования пневмофиброза. 
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Помимо участия в регуляции процес-
сов фиброзообразования, иммунорегулятор-
ные механизмы также во многом определяют 
интенсивность диссеминации гранулематозных 
поражений. 

Для выявления особенностей хемокиновой 
регуляции при системных проявлениях саркои-
доза в настоящей работе выполнено сопоставле-
ние уровней исследованных хемокинов в плазме 
крови у больных с хроническим течением сарко-
идоза без признаков системности и с таковыми. 

К признакам, характеризующим системность 
процесса при саркоидозе, были отнесены: гепа-
то-/спленомегалии по результатам УЗИ органов 
брюшной полости, наличие суставного синдро-
ма; увеличение размеров лимфатических узлов 
внелегочной локализации (наддиафрагмальных, 
перипортальных, забрюшинных, паховых, шей-
ных и иной локализации); поражения глаз (увеит 
саркоидной этиологии). Оказалось, что из всех 
исследуемых хемокинов только концентрация 
CXCL9 достоверно повышена у больных с си-
стемными проявлениями.

По-видимому, хемокин CXCL9 является клю-
чевым в процессах привлечения СXСR3+ клеток 
не только в легочную ткань, но также и в дру-
гие органы. Полученные данные согласуются с 
результатами других авторов, указывающих на 
корреляционную зависимость между уровнем 
CXCL9 и системными проявлениями саркоидоза 
с вовлечением нескольких органов [12].

По результатам данного исследования можно 
сделать следующие выводы:

1.	 Определение уровней CXCL9-, CXCL10- 
и CXCL11-хемокинов в плазме крови больных с 
впервые диагностированным саркоидозом, не 
получавших иммуносупрессивную терапию, вно-
сит вклад в понимание механизмов иммунопа-
тогенеза заболевания, интенсивности процессов 
гранулемообразования, проявлений системности 
и инициации процесса фиброзирования легоч-
ной ткани.

2.	 Уровень хемокина CXCL9:
–	 повышен при остром течении саркоидоза 

и коррелируют с активностью АПФ у этих боль-
ных (r = 0,762; p = 0,037);

–	 повышается при появлении признаков 
системности заболевания (6036,84 пг/мл против 
1927,44 пг/мл – у больных без признаков систем-
ности, р = 0,018);

–	 снижается при появлении признаков 
фиброзирования легочной ткани (1839,88 пг/мл 
против 4375,52 пг/мл – у больных без признаков 
фиброза, р = 0,035).

Возможно, определение уровня хемокина 
CXCL9 в плазме крови больных саркоидозом, в 
совокупности с другими клинико-лабораторны-
ми показателями, может играть вспомогательную 
роль в качестве прогностического фактора.

3.	 По результатам проведенного ROC-
анализа, уровни исследуемых хемокинов могут 
служить в качестве дополнительных показателей 
клинической лабораторной диагностики, харак-
теризующихся высокой чувствительностью и 
специфичностью для оценки активности сарко-
идоза и прогноза заболевания. 
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ПОВЫШЕНИЕ УРОВНЯ BSF-2 В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 
БОЛЬНЫХ C ВИРУСОМ ГЕПАТИТА B
Давуд Али А., Альтобджи Махмуд А.А., Ар-Ррассам Зейяд Т.
Медицинский колледж Мосульского университета, Ирак

Резюме. Справочная информация: Гепатит В - основная инфекция пораженной печени челове-
ка. Воспаление печени, вызванное вирусами гепатита, может привести к циррозу и гепатоцеллюляр-
ной карциноме. Фактор стимуляции В-клеток 2 (BSF-2) является одним из цитокинов, влияющих 
на регуляцию и дифференциацию иммунного ответа человека. Цель: этот отчет направлен на оценку 
уровней BSF-2, GPT и GOT в сыворотке крови пациентов с различными стадиями гепатита B по 
сравнению со здоровым контролем. Методы. В этом исследовании участвовало 52 пациента, предпо-
ложительно с острыми и хроническими заболеваниями, у которых обнаружен HBsAg. BSF-2 был об-
наружен с помощью анализа ELISA. Биохимические показатели определяли с помощью комплектов 
автоматического анализатора. Для статистического анализа использовалось программное обеспече-
ние SPSS версии 16. Результаты. У пациентов с острым гепатитом В уровень BSF-2 повышен больше, 
чем при хроническом гепатите B. Уровни GPT и GOT повышены в группе острого гепатита больше, 
чем в группе хронического гепатита. Мы сообщили о значительном значении между уровнями BSF-2, 
GOT и GPT. Мы не оценивали связь между возрастом пациента и группами случаев гепатита. Заклю-
чение: наши данные подтверждают повышение уровня BSF-2 при повышении уровня GOT больше, 
чем уровень GPT при остром гепатите B. Уровни BSF-2, GPT и GOT варьируются в зависимости от 
течения острого и хронического HBV. Мы предположили, что повышение уровня BSF-2 указывает на 
повреждение печени у пациентов с острым HBV.

Ключевые слова: ELISA, GPT, GOT, BSF-2, HBsAg

ELEVATION OF BSF-2 LEVEL IN SERUM OF PATIENTS WITH 
HEPATITIS B VIRUS
Dawood Ali A., Altobje Mahmood A.A., Al-Rrassam Zeyad T. 
College of Medicine, University of Mosul, Iraq

Abstract. Background: Hepatitis B is the main infection of the injured liver for humans. Inflammation of the 
liver is caused by hepatitis viruses may lead to cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The B-cell stimulatory 
factor 2 (BSF-2) is one of the cytokines that affect the regulation and differentiation of the human immune 
response. Objective: this report aims to estimate the BSF-2, GPT, and GOT levels in patients’ serum with 
different stages of hepatitis B compared with healthy control. Methods: This study assessed 52 patients 
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presumably with acute and chronic cases who have HBsAg positive. BSF-2 was detected using ELISA assay. 
Biochemical parameters were determined using kits of an automated analyzer. SPSS version-16 software was 
used for statistical analysis. Results: Acute hepatitis B patients had shown elevation in BSF-2 level more than 
of chronic hepatitis B. GPT and GOT levels elevated in the acute hepatitis group more than of the chronic 
hepatitis group. We reported a significant value between BSF-2, GOT, and GPT levels. We didn’t score an 
association between patient’s age and cases groups of hepatitis. Conclusion: our data confirmed increasing of 
BSF-2 levels with the increase of GOT level more than GPT level with acute hepatitis B. BSF-2, GPT and 
GOT levels are varied in different courses of acute and chronic HBV. We surmised that the elevation of BSF-2 
levels designates liver injury of patients with acute HBV.

Keywords: ELISA, GPT, GOT, BSF-2, HBsAg

Introduction
Infection of hepatitis B (HBV) is more infective 

than the human immunodeficiency virus, a public 
health criminal (HIV). About four hundred million 
people are vulnerable to hepatitis disease annually [1]. 
The hepatocellular cells damaged by HBV are usually 
targeted by the immune system. The T- and B-cell 
immune response extracted. HBsAg is the primary 
and the first marker for the identification of other 
antibody HBV infections (anti-HBc, anti-HBe, and 
anti-HBs). These anticorps are aimed at their unique 
antigens [2]. The synthesis and secretion of immune 
cells, such as IL-6, IL-10, IL-13, IL-21, and Anti-
inflammatory chemical mediators such as cytokines.

One of the multifunctional cytokines that occur 
in the differentiation, modulation, and maturation of 
the immune response is the human B-cell stimulatory 
factor 2 (BSF-2) [4, 5, 6]. The BSF-2 gene consists 
of four introns and five exons on the 7th chromosome. 
Serum BSF-2 levels are related to seriousness of ill-
ness. It may be useful for the medicinal success and 
predictor of most diseases [5, 7]. Including the calcu-
lation of serum levels of alanine and aspartate amino-
transferases, biological tests for liver function enzymes 
are used respectively to estimate initial liver damage. 
Levels of AST and ALT are used mostly to help detect 
hepatic conditions [8].

The present trial will use BSF-2 to discriminate 
between specific acute and chronically recurring hep-
atitis B infections. In addition, in the last 3 decades in 
our region, the number and request for early detection 
and treatment of hepatitis infections has increased [9].

The aim of the present study was to demonstrate 
the BSF-2, AST and ALT serum levels and assess the 
correlation coefficient of these parameters with the 
case groups under study. 

Materials and methods
Study design: the number of HBV infected patients 

gradually increased in the city of IN Mosul, so that 
our study focussed its attention on the case with spe-
cific, more sensitive kits, including selected interleu-
kins.

In the municipality of Mosul (Iraq), we conducted 
our research among communities who were infected 
or suspected of having HBV. From October 2019 to 
January 2020, samples have been obtained. 43 sam-
ples were obtained at the Ibn-Alatheer Teaching Hos-
pital, Mosul City, Iraq by the central blood bank and 
30 samples at the hemodialysis centre. They were aged 
9 and 66 years of age, aged 33.4 years. Our research 
aimed to quantify the magnitude of human cytokine 
BSF-2 in patients with acute and chronic HBV.

Inclusion and Exclusion Criteria: according to Ta-
ble 1, for the high frequency of the tests, our analysis 
only selected acute and chronic HBV. This research 
includes: the vaccinated, non-infected, past-regis-
tered illnesses, treatment, and active carrier and in-
cubation patients. All categories of cases identified in 
this study were omitted.

HBV assay: study samples were three: health con-
trol (HC), acute HBV (AHBV) and chronic HBV. 
Samples (CHBV). The positive HBsAg findings have 
been approved for all patients with HBV infection. 
Five minutes of blood centrifuged. Multiple labelled 
pure tubes at (-20 °C) store serum samples. One step 
multi HBV test device is a rapid, qualitative immune 
chromatography assay used to determine the HBV 
markers HBsAg, HBeAg, anti-HBs, anti-HBc, and 
anti-HBe in a covalent one-step test format in serum 
(Plasmatek, UK). This rapid test is used to detect all 
cases of hepatitis in 15 min (Figure 1). Because of the 
rapid qualitative immune chromatography test, the 
accuracy reaches 80%.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
was used to confirm the positive results of HBsAg 
with the commercial kit from (DIALAB, Austria) 
purchased and tested according to the manufacturer's 
instruction. The specificity and sensitivity of the kit is 
99%.

According to the manufacturer's guidance, the 
AST and ALT biochemical hepatitis testing was evalu-
ated using an autonomous automated chemical analy-
ser package (BIOLABO, France). The velocity system 
using the broad biochemistry automated analyzer cal-
culated the AST and ALT serum quantities (Olympus 
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2700, Japan). Biochemical measurements have a pre-
cision and sensitivity of 99 percent.

ELISA with high sensitivity was used to determine 
the concentration of BSF-2 (pg/ml) level in serum us-
ing (Awareness-USA) reader. The test was done dupli-
cate using a commercial kit from (Komabioteh) with 
OD450  nm. Based on the manufacturer's informa-
tion, the sensitivity and specificity of the kit is 98.4%.

Ethics statement: collection of samples was carried 
out in compliance with standards guidelines accepted 
by the Medicine University Authority Committee, 
Mosul University. According to ethical authorities, 
approval forms is obtained from patients and health 
inspectors.

Statistical Analysis 
SPSS Inc. was used to evaluate results, quantify 

mean values, SD defects and SE error for serology 
and biochemistry parameters. Software version 16.0 is 
available in Chicago, IL, USA. For homogeneity and 
similarity between parameters with a relevant P value 
of up to 0.05, one-way ANOVA test was used. The 
graphical description of values was used for Microsoft 
Office Excels version 2013.

Results
We evaluated 82 different cases of hepatitis include, 

inactive carrier (n = 8), acute (n = 24), chronic (n = 
28), incubation (n = 4), recovery (n = 5), none infected 
(n = 6) and vaccinated (n = 7) (Table 1). We can guess 
that most cases of hepatitis were acute and chronic 
cases. According to the clinical manifestation of all 
cases, acute and chronic cases are dominant so that we 
have selected acute and chronic cases. We designated 
acute and chronic samples for confirmation using the 
ELISA assay.

The positive outcome for HBsAg with the ELISA 
test was obtained in samples with acute and chronic 
events. HBsAg has a negative effect on the balanced 

test community. According to the case forms, all 
parameters were revealed in Table 2 with mean, 
standard deviations and standard errors.

According to the age groups, mean, slandered 
deviations, and standard errors for all parameters were 
analyzed in the Table 3. Depending on the case groups, 
the current study showed a significant elevation of 
AST in AHBV and CHBV compared with the health 
control (HC). AHBV assortment is elevated more 
than CHBV although some samples showed normal 
range (Figure 2). On the other hand, according to age 
groups, AST levels showed no significant value with 
P > 0.05 (Figure 3). 

Elevation of serum ALT level for most samples 
depending on AHBV and CHBV samples were 
more than that of the health control (HC) with no 
significant value P < 0.05 (Figure 4). Moreover, 
there is no significant value P > 0.05 according to 
the age groups (Figure 5). AHBV and CHBV cases 
demonstrated elevation of BSF-2 serum level though 
some control samples exhibited elevation of BSF-2 
with high significant value P < 0.05 (Figure 6). BSF-2 
serum levels were presented with no significant value 
at P > 0.05 according to the age groups (Figure 7). 

The current study assumed most numbers of cases 
scattered in all ages with different ranges of AHBV 
cases recorded elevation in numbers with age between 
25-44 years old. CHBV records different numbers 
with all age groups. According to Pearson 1-tailed 
correlation analysis, the present study was revealed no 
significant value between age groups and case groups 
with P = 0.425 (i.e.) here is no relative between age 
groups and case groups (Figure 8). The current study 
recorded a highly significant correlation coefficient 
at Pearson 1-tailed analysis at P < 0.01 (Figure 9). 
Moreover, our data doesn’t detect association between 
age and any type of hepatitis B case.

TABLE 1. TYPES OF HEPATITIS B CASES ACCORDING TO THE POSITIVE AND NEGATIVE NBV IMMUNE PARAMETERS

Case group % Male Female HBsAg Anti-HBs HBeAg Anti-HBe Anti-HBc

Inactive Carrier 9.7 6 2 + - - + +

Acute 29.26 10 14 + - + - +

Chronic 34.14 15 13 + - - - +

Incubation 4.87 2 2 + - - - -

Past infection,
recovery

6.19 4 1 - - - - +

- - - + +

Non-infected 7.31 6 0 - - - - -

Vaccinated 8.53 3 4
- + - - -

Total 100% 46 36
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TABLE 2. NUMBER, MEAN, STANDARD DEVIATIONS, STANDARD ERRORSAND P VALUE FOR ALL PARAMETERS WITH 
CASE GROUPS. HC: HEALTH CONTROL, AHBV: ACUTE HBV, CHBV: CHRONIC HBV. *: SIGNIFICANT VALUE AT P < 0.01

N Mean Std. Deviation Std. Error P value

BSF-2
pg/ml

HC 21 112.0924 152.67685 33.31682 .023

AHBV 24 604.1833 122.93831 25.09468 .212

CHBV 28 279.1536 166.14833 31.39908 .072

Total 73 337.9540 248.00120 29.02634

AST U/L

HC 21 26.7143 16.67976 3.63982 .153

AHBV 24 63.7917 15.86897 3.23924 .283⃰

CHBV 28 43.9286 13.28025 2.50973 .015

Total 73 45.5068 20.95904 2.45307

ALT U/L

HC 21 23.0952 14.89263 3.24984 .021⃰

AHBV 24 50.8333 16.27125 3.32136 .212

CHBV 28 34.7857 14.11424 2.66734 .071

Total 73 36.6986 18.51702 2.16725

Age

HC 21 1.95 .740 .161 .091

AHBV 24 2.08 .717 .146 .023

CHBV 28 2.00 .609 .115 .849

Total 73 2.01 .677 .079

TABLE 3. NUMBER, MEAN, STANDARD DEVIATIONS, STANDARD ERRORS AND P VALUE FOR ALL PARAMETERS WITH 
AGE GROUPS

N Mean Std. Deviation Std. Error P value

BSF-2 
pg/ml

9-24y 16 308.2437 238.52489 59.63122 .030

25-44y 40 352.7925 252.53443 39.92920 .804

45-66y 17 331.0024 257.87534 62.54396 .102

Total 73 337.9540 248.00120 29.02634

AST U/L

9-24y 16 42.6250 16.41493 4.10373 .067

25-44y 40 46.1000 21.39111 3.38223 .573

45-66y 17 46.8235 24.44953 5.92988 .221

Total 73 45.5068 20.95904 2.45307

ALT U/L

9-24y 16 39.8125 17.08496 4.27124 -.142

25-44y 40 37.4000 19.14292 3.02676 .232

45-66y 17 32.1176 18.51649 4.49091 .065

Total 73 36.6986 18.51702 2.16725
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Figure 1. HBV Markers of positive infected patient with 
acute phase

Figure 2. GOT levels with the cases groups

Figure 3. GOT levels with the age groups: A (9-24y),  
B (25-44), and C (45-66)

Figure 4. GPT levels with the cases groups

Figure 5. GPT levels with the age groups: A (9-24y),  
B (25-44), and C (45-66)

Figure 6. BSF-2 levels with the cases groups
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Figure 7. BSF-2 levels with the age groups: A (9-24y), B  
(25-44), and C (45-66)

Figure 8. Correlation coefficient between age and cases 
groups

Figure 9. Correlation coefficient between GOT, GPT and 
BSF-2 at p < 0.01

Discussion
The major injuries of the human liver are caused 

by HBV and hepatitis C virus (HCV) worldwide 
annually  [10]. BSF-2 may be a marker for patients 
with hepatitis virus and other viral infections. It 
has been verified that BSF-2 blocks the replication 
of the viral DNA through the reduction of viral 
transcripts include TGF-β1, IL-1, and IL-4. It is 
important to take in mind that the neutralization of 
BSF-2 may contemporary risks for patients with viral 
infections [11, 12, 13, 14]. Most studies revealed that 
cytokines such as (IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-22, 
and IL-32) grasped the highest expression in the acute 
HBV group  [15, 16]. Over activation of the BSF-2 
gene effect trigger of initial immune cell that leads 
to oncogenic transformation. It was stated that this 

activation may lead to chronic disease progression [17, 
18, 19]. Several studies confirmed that elevated IL- 10 
levels correlate with the increased level of the viral 
DNA [20, 21]. Other studies exposed that IL-33 
and ST2 serum levels elevated with the increase of 
ALT levels in patients with chronic hepatitis B [22]. 
This verdict is consistent with our findings for liver 
biochemical parameters. 

The current study presented elevation of 
biochemical parameters (AST and ALT) in the 
AHBV group more than the CHBV group which 
was closed with the health control (HC) group. The 
coefficient significant value with the AST level was 
P  = 0.08 in Pearson analysis with case groups that 
more significant than in ALT level P  = 0036. By 
the way, we found that the parameters assumed no 
significant correlation with age groups P = 0.286 and 
P  = 0.116 respectively. On the contrary, we found a 
high correlation coefficient between AST level and 
ALT level P = 0.004 as well as with BSF-2 P = 0.006. 
Our findings do not agree with a previous study that 
enrolled the low concentration of serum BSF-2, lack 
of association with histopathological and biochemical 
strictures of the chronic hepatitis patients [23, 24]. 

Our findings enrolled elevation of BSF-2 serum 
level with ACHBV more than the CHBV group 
compared with the health control group in a high 
concentration absorption. Statically, a positive 
correlation between case groups and BSF-2 level was 
shown P = 0.036. This result is settled with a previous 
study established that the patients in different stages 
of chronic HBV infections exhibited various levels of 
BSF-2 in serum [25]. 

Our data analysis provided evidence that the 
correlation coefficient between BSF-2 serum level and 
biochemical parameters (AST and ALT) is disclosed 
as an increase of acute hepatitis patients compared 
with chronic cases. 
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By contrast, our study publicized a negative 
association between types of hepatitis infection and 
the age with P  = 0.425. A negative correlation was 
found between BSF-2 level and age groups P = 0.402.

Conclusion
Our data confirmed that BSF-2 serum levels rise 

with the elevation of GOT and GPT levels in patients 
with acute hepatitis B more than with chronic cases. 
BSF-2, GOT and GPT serum levels are varied in 
different courses of acute and chronic hepatitis B 
infections. We surmised that BSF-2 serum level may 

indicate liver injury of hepatitis B patients’ specifically 
acute cases. In addition to that, negative associations 
emerged between chemical parameters (GOT and 
GOT), BSF-2, and hepatitis cases according to age 
serial groups. 
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ПРОФИЛЬ ЦИТОКИНОВ ВОДЯНИСТОЙ ВЛАГИ И КУЛЬТУРЫ 
КЛЕТОК ТРАБЕКУЛЯРНОЙ СЕТИ У ПАЦИЕНТОВ С 
ПСЕВДОЭКСФОЛИАТИВНОЙ ГЛАУКОМОЙ
Рахманов В.В.1, 2, Юрьева А.В.2, Варганова Т.С.2, Соколов Д.И.3, 
Чепанов С.В.3, Маркова К.Л.3, Астахов Ю.С. 1, Астахов С.Ю.1, 
Сельков С.А.3
1 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
2 СПбГБУЗ «Городская многопрофильная больница № 2», Санкт-Петербург, Россия  
3 Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени Д.О. Отта, 
Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Глаукома, по данным ВОЗ, является одной из ведущих причин необратимой слепоты во 
всем мире и относится к ассоциированным с возрастом заболеваниям. Вместе с тем, ее патогенез 
остается не до конца изученным. Определение концентрации цитокинов в культуре клеток трабеку-
лярной сети и водянистой влаге (ВВ), взятых от одного и того же пациента, имеет особый интерес, так 
как полученные данные позволят дать более полную характеристику происходящим в трабекулярном 
аппарате процессам и будут способствовать уточнению механизмов межклеточных взаимодействий 
при псевдоэксфолиативной (ПЭ) глаукоме. Целью настоящего исследования явилось проведение 
сравнительного анализа содержания цитокинов в ВВ и в супернатантах трабекулярной ткани (ТТ) па-
циентов с ПЭ глаукомой. Исследование проведено на 23 глазах больных с ПЭ глаукомой. Материалом 
исследования служили ВВ и супернатант культуры клеток ТТ. Измерение концентрации цитокинов 
проводили на проточном цитофлюориметре FacsCantoII (BD, США) при помощи СВА-метода. Для 
статистической обработки данных использовали программу IBM SPSS Statistics 19. Концентрации 
цитокинов (TNFα, IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, VEGF, GM-CSF) были определены в ВВ и в супер-
натанте ТТ для каждого из пациентов при ПЭ глаукоме. Но только концентрации IL-6, VEGF в ВВ 
были статистически значимо выше концентраций этих цитокинов в супернатанте ТТ у пациентов с 
ПЭ глаукомой. А концентрация IL-6 положительно коррелировала с концентрациями VEGF и IL-8 в 
супернатанте ТТ. Также были определены и проанализированы корреляционные связи между други-
ми цитокинами в ВВ и супернатанте ТТ. Проведение множественного регрессионного анализа позво-
лило установить, что стаж глаукомы и концентрация IFNγ, TNFα в ВВ у пациентов с ПЭ глаукомой 
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оказывают значимое влияние на снижение плотности эндотелиальных клеток роговицы. Проведение 
корреляционного анализа не выявило наличия связей между другими клиническими данными (тол-
щиной роговицы в оптическом центре, уровнем ВГД, возрастом) и концентрацией цитокинов в ис-
следуемых средах. Полученные результаты позволяют утверждать, что дать более полную характери-
стику дисбалансу цитокинов и происходящим в трабекулярном аппарате процессам при ПЭ глаукоме 
позволяет только одновременный анализ концентрации цитокинов в супернатанте ТТ и ВВ, взятых 
от одного и того же пациента. Показано, что изменение соотношения цитокинов, наблюдаемое при 
ПЭ глаукоме, может быть ассоциировано с развитием схожих структурных и функциональных изме-
нений во всех тканях переднего отрезка глаза. 

Ключевые слова: цитокины, VEGF, IL-6, трабекулярная сеть, псевдоэксфолиативная глаукома, воспаление

PROFILE OF CYTOKINES IN AQUEOUS HUMOR AND 
TRABECULAR MESHWORK CELL CULTURE IN PATIENTS WITH 
PSEUDOEXFOLIATION GLAUCOMA
Rakhmanov V.V.a, b, Yuryeva A.V.b, Varganova T.S.b, Sokolov D.I.c, 
Chepanov S.V.c, Markova K.L.c, Astakhov Yu.S. a, Astakhov S.Yu.a, 
Selkov S.A.c
a First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
b City Hospital No. 2, St. Petersburg, Russian Federation  
с D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Glaucoma is one of the leading causes of irreversible blindness worldwide, being an age-related 
disease. Its pathogenesis still is not fully understood. A particular interest is attracted to evaluation of the 
cytokine concentrations in the trabecular meshwork cell culture, and in the aqueous humor (AH) taken from 
the same patient, since such data may allow to describe more completely the glaucomatous trabecular changes 
and to clarify the mechanisms of intercellular interactions in pseudoexfoliative (PEX) glaucoma. The purpose 
of this study was a comparative analysis of cytokine contents in AH and in trabecular tissue (TT) supernatants 
in the patients with PEX glaucoma. The study included 23 eyes of patients with PEX glaucoma. The material 
studied was AH and supernatant of TT cell culture. The cytokine concentration was measured using a flow 
cytofluorimeter FacsCantoII (BD, USA) using the CBA method. SPSS version 19 software (IBM, USA) 
was used for the statistical data processing. Concentrations of cytokines (TNFα, IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-8, 
IL- 10, VEGF, GM-CSF) were determined in AH and in the TT supernatant for each of the patients with PEX 
glaucoma. Only IL-6 and VEGF concentrations in AH were higher than those in the TT supernatant in patients 
with PEX glaucoma. The IL-6 concentration positively correlated with the VEGF and IL-8 concentrations in 
the TT supernatant. Correlations between other cytokines in the TT supernatant and AH were also identified 
and analyzed. Multiple regression analysis revealed that the duration of glaucoma and the IFNγ and TNFα 
concentrations in AH may have a significant influence on the corneal endothelial cells, being associated with 
density reduction in patients with PEX glaucoma. The correlation analysis did not reveal any links between 
other clinical data (corneal thickness in the optical center, IOP level, age) and the cytokine concentrations in 
the studied tissues. The obtained results suggest that only simultaneous analysis of the cytokine concentrations 
in the TT supernatant and AH taken from the same patient may provide a more complete description of 
the cytokine imbalance and pathological processes occurring in the trabecular meshwork in PEX glaucoma 
patients. It has been shown that the changing cytokine ratios observed in PEX glaucoma may be associated with 
development of uniform structural and functional changes in all tissues of the anterior eye segment.

Keywords: cytokines, VEGF, IL-6, trabecular meshwork, pseudoexfoliative glaucoma, inflammation
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Введение
Глаукома представляет собой группу оптиче-

ских нейропатий, характеризующихся прогрес-
сивной гибелью ганглиозных клеток сетчатки с 
развитием типичной глаукомной атрофии зри-
тельного нерва и сужением периферических гра-
ниц полей зрения. Первичная открытоугольная 
глаукома (ПОУГ), псевдоэксфолиативная (ПЭ) 
глаукома являются наиболее частыми формами 
глаукомы. Несмотря на ряд общих черт с ПОУГ, 
для ПЭ глаукомы характерна устойчивость к ме-
дикаментозной терапии и более быстрое про-
грессирование симптомов [20]. Возраст являет-
ся одним из факторов риска развития глаукомы. 
Несмотря на большое количество научных работ, 
посвященных изучению патогенеза глаукомы, 
многие его аспекты остаются не до конца изучен-
ными. Исследования последних лет убедитель-
но свидетельствуют о роли иммунной системы в 
развитии глаукомы. Необходимым условием для 
поддержания постоянного уровня внутриглазно-
го давления (ВГД), повышение которого является 
одним из основных факторов риска прогрессии 
глаукомы, является четкое взаимодействие меж-
ду клетками и экстрацеллюлярным матриксом 
(ЭЦМ) в трабекулярном аппарате. Это взаимо-
действие осуществляется посредством выработки 
различных цитокинов, хемокинов, нейротрофи-
ческих факторов и других сигнальных молекул, 
которые участвуют в синтезе, деградации и мо-
дификации различных компонентов ЭЦМ тра-
бекулярной сети [6]. В литературе приведены 
данные исследований, в которых оценивались 
концентрации цитокинов в биологических жид-
костях и тканях у больных с различными фор-
мами глаукомы: сыворотке крови [23, 24, 25, 31], 
водянистой влаге (ВВ) [8, 9, 31, 36], слезе [9, 17], 
лизате клеток трабекулярной сети [27]. ПЭ син-
дром является фактором риска развития ПЭ гла-
укомы и представляет собой ассоциированное с 
возрастом системное нарушение фибриллогене-
за, которое возникает в результате повышенного 
образования и неправильной сборки компонен-
тов эластиновых микрофибрилл, что приводит 
к отложению в различных тканях аномального 
фибриллярного материала [11]. ПЭ глаукома ха-
рактеризуется повышенными концентрациями 
TGF-β1, IL-6, а также CTGF (фактор роста соеди-
нительной ткани), bFGF (основной фактор роста 
фибробластов), VEGFА (эндотелиальный фактор 
роста сосудов А) в ВВ. Причем при ПЭ глаукоме 
концентрации TGF-β1, IL-8, IL-6 выше, чем при 
ПОУГ [36], а концентрация IL-6 при ПОУГ пони-
жена по сравнению с группой контроля. В то же 
время Takai Y. и соавт. не обнаружили повышения 
концентрации VEGFА, а также TNFα, IL-1β в ВВ 
пациентов с ПЭ глаукомой по сравнению с паци-
ентами группы контроля и ПОУГ [36]. Zenkel M. 
и соавт. показали повышенные конценттрации 

IL-6 и IL-8 в ВВ только на ранних стадиях ПЭ 
синдрома. На поздних стадиях ПЭ синдрома, при 
ПЭ глаукоме и в группе контроля содержание 
данных цитокинов в ВВ статистически значимо 
не различалось [39]. Такие противоречивые дан-
ные могут быть связаны с тем, что спектр оце-
ниваемых белковых молекул, методы, использу-
емые в исследованиях, размер и состав выборок 
по нозологическим формам отличаются своей 
вариабельностью. Кроме этого, ВВ содержит ши-
рокий спектр цитокинов, хемокинов, факторов 
роста и других белковые молекул, которые про-
дуцируются как клетками трабекулярной сети и 
шлеммова канала, так и глиальными клетками 
сетчатки, эпителиальными клетками цилиарно-
го тела, эндотелиальными клетками, макрофага-
ми и другими клетками иммунной системы [4]. 
Концентрация этих биомолекул ассоциирована с 
выраженностью изменений тканей, как передне-
го, так и заднего отрезка глаза. На состав ВВ ока-
зывает влияние длительность, количество и ха-
рактер применяемых лекарственных препаратов 
для лечения глаукомы, уровень ВГД, а также на-
личие в анамнезе внутриглазных хирургических 
вмешательств. Поэтому, несмотря на достаточно 
большое количество исследований, механизмы 
межклеточных взаимодействий в трабекулярном 
аппарате при ПЭ глаукоме не до конца ясны. Мы 
не нашли работ, в которых исследовался состав 
супернатанта трабекулярной ткани при ПЭ глау-
коме. В связи с этим, определение концентрации 
цитокинов в культуре клеток трабекулярной сети 
и ВВ, взятых от одного и того же пациента, имеет 
особый интерес, так как полученные данные по-
зволят дать более полную характеристику проис-
ходящим в трабекулярном аппарате процессам 
и будут способствовать уточнению механизмов 
межклеточных взаимодействий при ПЭ глаукоме. 

Целью настоящего исследования явилось 
проведение сравнительного анализа содержания 
цитокинов в ВВ и в супернатантах трабекулярной 
ткани пациентов с ПЭ глаукомой.

Материалы и методы
В исследование было включено 23 пациента 

(23 глаза), которым выполнялось хирургическое 
лечение по поводу ПЭ глаукомы в городской 
многопрофильной больнице № 2. Возраст паци-
ентов варьировал от 47 до 85 лет. Стаж глаукомы 
варьировал от 1 месяца до 19 лет (табл. 1).

Среди обследуемых соотношение по полу 
было следующим: 9 женщин (39,1%) и 14 муж-
чин (60,9%). Статистически достоверной разни-
цы по возрасту между пациентами разного пола 
не выявлено (р = 0,924). Обязательным условием 
включения в исследование являлось подписание 
пациентом информированного согласия. Крите-
риями исключения являлось наличие тяжелых 
соматических заболеваний (сахарный диабет, 
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аутоиммунные заболевания, онкологические за-
болевания), прием глюкокортикоидов, имму-
носупрессантов, наличие в анамнезе офтальмо-
логических оперативных вмешательств, травм и 
ожогов органа зрения, увеитов различной эти-
ологии, острых нарушений кровообращения в 
сосудах сетчатки и зрительного нерва, а также 
дистрофических заболеваний сетчатки, дистро-
фии роговицы и аметропии высокой степени. 
Соматический статус пациентов оценивался те-
рапевтом. Также учитывалась длительность при-
менения, характер и количество лекарственных 
препаратов, используемых для лечения глауко-
мы, уровень ВГД, а также стадия глаукомы. Всем 
пациентам перед включением в исследование 
проводилось стандартное комплексное офталь-
мологическое обследование с целью верифи-
кации диагноза: визометрия с авторефрактоме-
трией, кинетическая периметрия, тонометрия, 
биомикроскопия, гониоскопия, офтальмоско-
пия. Также всем пациентам выполнялась эн-
дотелиальная микроскопия (Topcon SP-3000P, 
Япония), позволяющая оценивать толщину ро-
говицы в центральной зоне и плотность эндоте-
лиальных клеток (ЭК) роговицы (рис. 1). У всех 
пациентов, включенных в исследование, на опе-
рированном глазу наблюдалась далеко зашедшая 
стадия глаукомы. Изменения в переднем отрезке 
глаза характеризовались проявлениями ПЭ син-
дрома разной степени выраженности в виде на-
слоений эксфолиативного материала на перед-
ней капсуле хрусталика, на эндотелии роговицы 
и по зрачковому краю, атрофии стромы радужки 
и пигментной каймы по краю зрачка и дисперсии 
пигмента в иридокорнеальном углу и по поверх-
ности радужки. По поводу глаукомы всем паци-
ентам была выполнена гипотензивная операция: 
трабекулэктомия по стандартной методике.

Забор ВВ из передней камеры пациента про-
изводили с помощью инсулиновой иглы (27 G) 
без контакта с внутриглазными структурами и до 
выполнения каких-либо манипуляций на глаз-
ном яблоке. Образцы жидкости помещали в сте-

рильный эппендорф, замораживали и хранили 
при -80  °С. Трабекулярную ткань (ТТ) получали 
при выполнении трабекулэктомии. Образцы тка-
ни (внутренняя стенка шлеммова канала с юк-
стаканаликулярной тканью) помещали в раствор 
Хенкса (200 мкл) для транспортировки (не более 
двух часов при +4 °С). Далее в стерильных усло-
виях образец ТТ перемещали в лунку 96-луночно-
го (круглодонного) планшета (Sarstedt, Австрия) 
в 100 мкл среды DMEM/F12 (Sigma, США) без 
добавления эмбриональной телячьей сыворот-
ки и культивировали сутки при 37 °С во влажной 
атмосфере с 5%-ным содержанием СО2. Далее 
центрифугировали планшет 200 g 10 минут, сте-
рильно отбирали супернатант (70 мкл) из лунки в 
эппендорф и замораживали на -80 °С. Оценку со-
держания и измерение концентрации цитокинов: 
TNFα, IL-6, IL-10, IL-8, IFNγ, IL-1β, GM-CSF, 
VEGF проводили на проточном цитофлюориме-
тре FacsCantoII (BD, США) при помощи СВА-
метода, используя стандартный набор Human 
Soluble Protein Flex Set Assay BD (США) и набо-
ры для определения цитокинов: BD CBA human 
TNFα, Flex Set, BD CBA human IL-6 Flex Set, BD 
CBA human IL-10 Flex Set, BD CBA human IL-8 
Flex Set, BD CBA human IFNγ Flex Set, BD CBA 
human IL-1β Flex Set, BD CBA human GM-CSF 
Flex Set, BD CBA human VEGF Flex Set. Для ана-
лиза содержания цитокинов проводили измере-
ния концентраций стандартов, предоставленных 
в наборе. Анализ полученных результатов прово-
дили, используя регрессионный анализ с постро-
ением калибровочной кривой.

Для статистической обработки данных ис-
пользовали программу IBM SPSS Statistics 19. 
Для вычисления корреляций между данными 
использовали ранговый коэффициент корре-
ляции  ρ Спирмена, а для оценки влияния не-
скольких факторов на рассматриваемый при-
знак  – множественный регрессионный анализ. 
Для вычисления достоверности различий между 
сравниваемыми группами использовали крите-
рий U Манна–Уитни для независимых выборок 

ТАБЛИЦА 1. КЛИНИКО-БИОМЕТРИЧЕСКИЕ ДАННЫЕ ПАЦИЕНТОВ С ПЭ ГЛАУКОМОЙ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. CLINICAL AND BIOMETRIC DATA OF PATIENTS WITH PEX GLAUCOMA, Me (Q0.25-Q0.75)

Возраст (лет)
Age (years) 69 (64-79)

Стаж глаукомы (лет)
Duration of glaucoma (years) 2 (0,25-4,5)

ВГД в день операции (мм Hg)
IOP on the day of surgery (mm Hg) 23 (22-25)

Плотность эндотелиальных клеток (кл/мм2)
Endothelial cell density (cells/mm2) 2263,0 (1950,5-2567,5)

Толщина роговицы в оптическом центре (мкм)
Central corneal thickness (µm) 522,5 (491,75-535,5)
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Рисунок 1. Данные эндотелиальной микроскопии 
пациентов с ПЭ глаукомой (площадь съемки 
0,25 мм × 0,5 мм, увеличение 150×)
Примечание. А – количество ЭК 2259 кл/мм2; толщина 
роговицы в оптическом центре 511 мкм. Б – количество ЭК 
1703 кл/мм2; толщина роговицы в оптическом центре 499 
мкм. Кроме уменьшения плотности ЭК роговицы, отмечается 
нарастание явлений плеоморфизма и полимегатизма ЭК.
Figure 1. Data from endothelial microscopy of patients with  
PEX glaucoma (examination area 0.25 mm × 0.5 mm, 
magnification 150×)
Note. A, endothelial cell density 2259 cells/mm2; central corneal 
thickness 511 microns. B, endothelial cell density 1703 cells/mm2; 
central corneal thickness 499 microns. In addition to reducing the 
endothelial cell density, there is an increase in the phenomena of 
pleomorphism and polymegathism of corneal endothelial cells.

Рисунок 2. Концентрации цитокинов в супернатанте ТТ и ВВ у пациентов с ПЭ глаукомой, Me (Q0,25-Q0,75)
Примечание. А – концентрации TNFαα, IL-10, IFNγγ, VEGF, IL-8, IL-1ββ, GM-CSF. Б – концентрация IL-6. Достоверность различий: * – 
р < 0,05; *** – р < 0,001.
Figure 2. Concentration of cytokines in the trabecular tissue (TT) supernatants and aqueous humor (AH) in patients with PEX 
glaucoma, Me (Q0.25-Q0.75)
Note. A, concentrations of TNFα, IL-10, IFNγ, VEGF, IL-8, IL-1β, GM- CSF.  B, concentration of IL-6. Significance of differences: *, p < 0.05; ***, 
p < 0.001.

и критерий знаковых рангов Вилкоксона для за-
висимых выборок.

Результаты
При исследовании ВВ и супернатантов ТТ у 

пациентов с ПЭ глаукомой обнаружены следу-
ющие концентрации исследуемых цитокинов 
(рис.  2). При сравнении концентраций цитоки-
нов в супернатантах ТТ и ВВ, используя крите-
рий знаковых рангов Уилкоксона, статистически 
достоверная разница была получена только для 
двух цитокинов: VEGF и IL-6. Концентрации 
данных цитокинов в ВВ были статистически до-
стоверно выше, чем в супернатанте ТТ (рис. 2). 

Далее нами были проанализированы получен-
ные данные на наличие корреляционных связей 
между цитокинами в супернатантах ТТ (с исполь-
зованием рангового коэффициента корреляции ρ 
Спирмена). Концентрация IFNγ положительно 
коррелировала с IL-1β, TNFα, IL-10. Содержа-
ние IL-10 положительно коррелировало с TNFα, 
а IL-1β положительно коррелировало с GM-CSF. 
Концентрация IL-6 положительно коррелирова-
ла с VEGF и IL-8 (табл. 2).

При анализе корреляционных связей между 
концентрациями цитокинов в ВВ нами была 
выявлена значимая положительная корреляци-
онная связь только между IL-8 и IL-6 (r = 0,744; 
р  <  0,0001). Между концентрациями других ци-
токинов в ВВ у обследуемых пациентов достовер-
ных связей выявлено не было.
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TNFαα IL-6 IL-10 IFNγγ VEGF IL-8 IL-1ββ GM-CSF

Супернатант ТТ 
(пг/мл)

Медиана 6,11 4,87 2,60 3,74 8,68 4,40 5,08 6,18

Q0,25 6,01 4,53 2,51 3,63 8,19 4,06 4,84 5,89

Q0,75 6,56 26,34 2,70 3,89 9,93 48,51 5,20 6,44

ВВ (ПЭ глаукома, 
пг/мл)

Медиана 6,06 33,47 2,60 3,63 24,99 11,74 5,04 6,18

Q0,25 5,93 6,97 2,48 3,53 19,85 7,29 4,86 5,89

Q0,75 6,39 151,34 2,67 3,89 29,88 22,73 5,29 6,28

На следующем этапе нами была проанализи-
рована взаимосвязь между концентрациями из-
учаемых цитокинов в ВВ и супернатанте ТТ. Об-
наружена умеренная положительная связь между 
концентрациями IL-8 в супернатанте ТТ и IL-1β 
в ВВ и между VEGF в супернатанте ТТ и IFNγ в 
ВВ, а также умеренная отрицательная корреля-
ционная связь между концентрациями IFNγ в 
супернатанте ТТ и VEGF в ВВ (табл. 3).

Для выявления возможного влияния изучае-
мых цитокинов, возраста, длительности анамне-
за глаукомы на плотность ЭК роговицы, а также 
уточнения степени этого влияния нами был про-
веден множественный регрессионный анализ. 
При построении регрессионной модели в ка-

честве зависимой переменной взят показатель 
плотности ЭК роговицы, в качестве независимых: 
концентрации цитокинов, длительность анамне-
за глаукомы. Результаты регрессионного анализа 
отражены в эмпирической модели (табл. 4).

Проведение множественного регрессионного 
анализа показало, что на плотность ЭК рогови-
цы значимое влияние оказывают 3 фактора: стаж 
глаукомы и концентрации IFNγ, TNFα в ВВ па-
циентов с ПЭ глаукомой. Эти факторы отрица-
тельно коррелируют с плотностью ЭК роговицы. 

Проведение корреляционного анализа не вы-
явило связей между другими клиническими дан-
ными (толщиной роговицы в оптическом центре, 

ТАБЛИЦА 2. ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ КОНЦЕНТРАЦИЯМИ ЦИТОКИНОВ, ВЫЯВЛЕННЫХ В СУПЕРНАТАНТАХ ТТ 
ПАЦИЕНТОВ С ПЭ ГЛАУКОМОЙ

TABLE 2. CORRELATIONS BETWEEN CYTOKINE CONCENTRATIONS DETECTED IN TT SUPERNATANTS IN PATIENTS WITH 
PEX GLAUCOMA

TNFαα (ТТ) IL-6 (ТТ) IFNγγ (ТТ) GM-CSF (ТТ)
IL-10 (ТТ) 0,490* 0,518*
IFNγγ (ТТ) 0,442*
VEGF (ТТ) 0,478*
IL-8 (ТТ) 0,784***
IL-1ββ (ТТ) 0,557** 0,508*

Примечание. В таблице приведены коэффициенты ранговой корреляции Спирмена. Уровень значимости: * – р < 0,05; 
** – р < 0,01; *** – р < 0,001.

Note. The table shows Spearman’s rank correlation coefficients. Significance level: *, р < 0.05; **, р < 0.01; ***, р < 0.001.

ТАБЛИЦА 3. ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ КОНЦЕНТРАЦИЯМИ ЦИТОКИНОВ, ВЫЯВЛЕННЫХ В СУПЕРНАТАНТАХ ТТ И ВВ 
ПАЦИЕНТОВ С ПЭ ГЛАУКОМОЙ

TABLE 3. CORRELATIONS BETWEEN CYTOKINE CONCENTRATIONS DETECTED IN TT SUPERNATANTS AND AH IN 
PATIENTS WITH PEX GLAUCOMA

VEGF (ВВ)
VEGF (AH)

IL-1ββ (ВВ)
IL-1β (AH)

IFNγγ (ВВ)
IFNγ (AH)

IL-8 (ТТ) 0,489*
VEGF (ТТ) 0,483*
IFNγγ (ТТ) -0,605**

Примечание. В таблице приведены коэффициенты ранговой корреляции Спирмена. Уровень значимости: * – р < 0,05; 
** – р < 0,01.

Note. The table shows Spearman’s rank correlation coefficients. Significance level: *, р < 0.05; **, р < 0.01.
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уровнем ВГД, возрастом) и концентрацией цито-
кинов в исследуемых средах.

Обсуждение
В нашей работе были определены концентра-

ции цитокинов (TNFα, IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-8, 
IL-10, VEGF, GM-CSF) в ВВ и в супернатанте 
ТТ для каждого из пациентов при ПЭ глаукоме. 
Концентрации IL-6, VEGF в ВВ были выше кон-
центраций этих цитокинов в супернатанте ТТ у 
пациентов с ПЭ глаукомой. А концентрация IL-6 
положительно коррелировала с концентрациями 
VEGF и IL-8 в супернатанте ТТ. 

Повышенное содержание IL-6 в ВВ при ПЭ 
глаукоме и ПЭ синдроме ранее было показано в 
ряде исследований [8, 36]. Цитокин IL-6 само-
стоятельно или в комбинации с другими провос-
палительными цитокинами (TNFα, IL-1β, IFNγ) 
индуцирует так называемый прокоагулянтный 
фенотип у ЭК, характеризующийся повышением 
сосудистой проницаемости, экспрессией адге-
зионных молекул (VCAM-1, ICAM-1) [14]. Такая 
активация ЭК сопровождается усилением се-
креции ими хемокинов (MCP-1, IL-8) [14], спо-
собствующих привлечению лейкоцитов, а также 
продукцией цитокинов (IL-6, IL-1), способных 
аутокринно и паракринно усиливать активацию 
ЭК и лейкоцитов. IL-6 продуцируется в различ-
ных тканях в глазу, но основным его источником 
в норме являются отростки цилиарного тела, где 
экспрессия данного цитокина в 100 раз выше, 
чем в других тканях переднего отрезка. Радужная 
оболочка, трабекулярная ткань, хориоидея явля-
ются следующими по выраженности продукции 
этого цитокина тканями в норме [39]. Zenkel M. 
и соавт. выявили повышенную экспрессию IL-6 
в цилиарном теле и радужной оболочке на ран-
ней стадии ПЭ синдрома по сравнению с группой 
контроля. По данным иммуногистохимического 
исследования наиболее выраженная экспрес-
сия этого цитокина наблюдается в ЭК сосудов 
радужной оболочки и в клетках беспигментного 
эпителия отростков цилиарного тела. Получен-
ные результаты свидетельствуют об ассоциации 

повышенной концентрации IL-6 в ВВ с хрони-
ческим нарушением гематоофтальмического 
барьера и выраженной васкулопатией радужной 
оболочки, что характерно для ПЭ синдрома и ПЭ 
глаукомы [39]. Поэтому выявленная в нашем ис-
следовании более высокая концентрация IL-6 
в ВВ по сравнению с супернатантом ТТ может 
быть объяснена тем, что трабекулярный аппарат 
не является единственным и основным источни-
ком образования этого цитокина. 

Повышение концентрации другого цито-
кина  – VEGF в ВВ у пациентов с различными 
формами глаукомы, также было показано в ряде 
исследований [3]. Этот медиатор влияет на сосу-
дистую проницаемость, усиливает миграцию мо-
ноцитов и фибробластов, оказывает воздействие 
на митотическую активность ЭК и их восстанов-
ление после повреждения (антиапоптозное дей-
ствие). Моноциты в свою очередь сами активно 
вырабатывают VEGF. Активация рецептора Flt-1 
(VEGFR-1) приводит к тканеспецифическому 
выделению трофических факторов, IL-6 и других 
медиаторов, т.е. оказывает действие на проли-
ферацию клеток тканей в ответ на повреждение. 
Секретированный VEGFА находится в ЭЦМ в 
связанном с белками виде, откуда высвобождает-
ся под действием матриксных металлопротеиназ 
(ММР) и плазмина. Таким образом, ММР, в част-
ности ММР-9, обеспечивают биодоступность 
VEGF для VEGFR-1, а также участвует в регуля-
ции функциональной активности VEGF, посред-
ством его посттрансляционной модификации. 
VEGF, в свою очередь, вызывает повышенную 
выработку ММР-9. Воздействие IFNγ и VEGF 
на ЭК приводит к продукции IP-10, который 
является фактором хемотаксиса для Т-клеток. 
Клетки трабекулярного аппарата под действием 
различных стимулов (лазерное излучения, меха-
ническое растяжение, обусловленное повыше-
нием ВГД, воздействие цитокинов (IL-1β, IL-6, 
TNFα, TGF-β), оксидативный стресс), выделяя 
различные медиаторы, в том числе VEGF, улуч-
шают отток ВВ, воздействуя на ЭЦМ и повышая 
проницаемость эндотелия шлеммова канала. 

ТАБЛИЦА 4. РЕГРЕССИОННАЯ МОДЕЛЬ ПРЕДИКТОРОВ ПЛОТНОСТИ ЭК РОГОВИЦЫ
TABLE 4. REGRESSION MODEL OF PREDICTORS OF CORNEAL ENDOTHELIAL CELL DENSITY

Предикторы
Predictors ββ B (SE)

Стаж глаукомы
Duration of glaucoma -0,553** -35,17 (10,22)

IFNγγ (ВВ)
IFNγ (AH) -0,380* -649,45 (276,96)

TNFαα (ВВ)
TNFα (AH) -0,366* -68,89 (30,36)

Примечание. Уровень значимости: * – р < 0,05; ** – р < 0,01.
Note. Significance level: *, р < 0.05; **, р < 0.01.
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Также, VEGF, как и оксидативный стресс, приво-
дит к начальной временной активации аутофагии 
в клетках трабекулярного аппарата, что является 
физиологическим процессом, направленным на 
восстановление гомеостаза ткани. Однако при 
продолжающемся воздействии этих факторов на-
чальная активация сменяется стадией угнетения 
аутофагии. Этот процесс сопровождается сниже-
нием количества клеток, дезорганизацией цито-
скелета и нарастанием проявлений клеточного 
старения, воспалительным стрессом, усилением 
оксидативного стресса на фоне снижения анти-
оксидантной защиты [30]. Стареющие клетки в 
трабекулярном аппарате, несмотря на остановку 
клеточного цикла, выраженную дисфункцию ми-
тохондрий, сохраняют секреторную активность и 
продуцируют активные формы кислорода, раз-
нообразные провоспалительные цитокины, в том 
числе IL-6, IL-8, которые составляют секретор-
ный фенотип, ассоциированный со старением 
(SASP). Эти медиаторы оказывают воздействие 
на соседние клетки, влияя на пролиферацию, 
дифференцировку и усиливая процессы старе-
ния в них [37]. Следствием этого является про-
грессивная постепенная утрата функциональных 
клеток в трабекулярном аппарате за счет их гибе-
ли, старения и эндотелиально-мезенхимальной 
трансдифференцировки (ЭМТ). Показано, что 
IL-6, а также другие провоспалительные цитоки-
ны и ростовые факторы (VEGF, TGF-β1, 2), ги-
поксия, способны вызывать миофибробластную 
трансформацию клеток трабекулярного аппа-
рата, в том числе ЭК шлеммова канала [10, 35]. 
Этот процесс, называемый ЭМТ, является осно-
вой развития фиброзных изменений в трабеку-
лярной сети вследствие повышенной продукции 
тканевых ингибиторов матриксных металлопро-
теиназ (TIMP) и компонентов ЭЦМ. В условиях 
гипоксии это способствует перегрузке эндоплаз-
матической сети и накоплению агрегатов не-
правильно сложенного белка в тканях, а также 
повышает чувствительность клеток к действию 
провоспалительных цитокинов [19]. С возрастом 
происходит снижение количества клеток в трабе-
кулярной сети (0,58% в год), смена их фенотипа, 
а также субклиническое воспаление [33]. Одна-
ко при глаукоме эти изменения носят более вы-
раженный характер. Поэтому выявленные в на-
шем исследовании более низкие концентрации 
IL-6, VEGF в супернатанте ТТ могут быть также 
объяснены уменьшением количества функци-
онирующих клеток трабекулярной сети при ПЭ 
глаукоме. В нашем исследовании у всех пациен-
тов наблюдалась далекозашедшая (III) стадия ПЭ 
глаукомы. Отметим, что на ранних стадиях ПЭ 
глаукомы не отмечается резкого снижения коли-
чества клеток трабекулярной сети. 

Кроме изменения клеточного состава в ТТ 
под действием цитокинов, значительные преоб-

разования при глаукоме происходят и в ЭЦМ. 
Показано, что у пациентов с ПЭ глаукомой на-
блюдается снижение соотношения MMP-2/
TIMP-2, а также снижение активности ММР в 
ВВ и ТТ по сравнению с группой контроля, что 
характерно для хронических заболеваний, сопро-
вождающихся избыточным фиброзом. Данный 
дисбаланс в трабекулярной сети вызывает распад 
компонентов ЭЦМ на фоне их активного синтеза 
активированными фибробластами. Результатом 
этого является накопление ЭЦМ, изменение его 
состава, увеличение сшивки между волокнами, 
что приводит к повышению устойчивости ЭЦМ 
к протеолизу и увеличению его механической 
прочности. Этим можно также объяснить на-
блюдаемое снижение активности ММР на фоне 
повышенного содержания неактивных форм 
ММР в ТТ при глаукоме [32]. Высвобождаемые в 
результате протеолиза компоненты ЭЦМ трабе-
кулярной сети, такие как эластин, ламинин, фи-
бронектин и др., а также продукты распада ЭЦМ, 
обладают биологически активными функциями. 
Они определяют не только свойства ЭЦМ, но и 
оказывают непосредственное влияние на клеточ-
ную морфологию, миграцию и пролиферации 
фибробластов, ЭК, дифференцировку клеток, 
опосредуют контакты между клетками и ЭЦМ, 
участвуют в активации TGF-β1 и других росто-
вых факторов. Также они обладают свойствами 
хемоаттрактантов для иммунных клеток, стиму-
лируя миграцию лейкоцитов и проникновение 
цитокинов через базальную мембрану. Привле-
ченные иммунные клетки, вырабатывая провос-
палительные цитокины, приводят к еще более 
выраженному повышению экспрессии VEGF и 
ММР, что является одним из ключевых моментов 
в миофибробластной трансформации, и оказы-
вают влияние на активность воспаления и анги-
огенез [18]. 

Поэтому выявленные в нашем исследовании 
положительные корреляции между концентра-
циями IL-6 и VEGF [28] в супернатанте ТТ, а так-
же между другими провоспалительными цитоки-
нами в супернатанте ТТ и ВВ (IL-8, IL-1β, TNFα, 
IFNγ, GM-CSF) являются закономерными ввиду 
того, что происходит взаимостимулирующее дей-
ствие данных цитокинов [1, 7]. 

Также нами была выявлена положительная 
корреляция между концентрациями IL-10 и IFNγ, 
TNFα в супернатанте ТТ, что объясняется нали-
чием отсроченной активации продукции IL-10 
под действием TNFα в процессе воспалительной 
реакции [21]. IFNγ, являясь иммуномодулирую-
щим цитокином, принимает непосредственное 
участие в ограничении повреждения тканей по-
сле воспаления. Под действием данного цитоки-
на активируются выработка Th1-лимфоцитами 
IL-10, а также происходит поляризация ма-
крофагов по М2-пути, которые обеспечивают 
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восстановление и ремоделирование тканей в 
очаге воспаления [22]. Micera A. и соавт. пред-
положили, что увеличение концентрации IL-10, 
наблюдаемое при глаукоме, может опосредовать 
развитие фиброзных процессов, посредством 
противовоспалительного действия через пода-
вление выделения TNFα, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, 
МIP-1α и МIP-2α моноцитами и макрофагами, 
повышения активности тканевых ингибиторов 
матриксных протеиназ и снижения активности 
ММР [27].

Наблюдаемая положительная корреляция 
между концентрациями IFNγ в ВВ и VEGF в ТТ 
может быть обусловлена наличием оксидативно-
го стресса в переднем отрезке глаза, в том числе 
в трабекулярном аппарате, и его усилением на 
фоне низкоуровневого воспаления, что характер-
но для ПОУГ [15] и ПЭ глаукомы [13]. Установ-
лено, что провоспалительные цитокины, в том 
числе IL-1β, IL-6, TNFα, выделяются в процессе 
оксидативного стресса, воспалительной реак-
ции, усиливая проявления гипоксии. IFNγ, как и 
ранее упомянутые цитокины, приводит к повы-
шенному образованию реактивных форм кисло-
рода, что способствует повышенной экспрессии 
VEGF [38].

Выявленную в нашем исследовании на пер-
вый взгляд парадоксальную отрицательную кор-
реляцию между концентрацией IFNγ в суперна-
танте ТТ и концентрацией VEGF в ВВ можно 
объяснить наличием дисбаланса Th1/Th2/Treg 
цитокинов, поляризацией макрофагов по М2 
пути в ТТ при глаукоме, что приводит к преоб-
ладанию IL-6, IL-10, TGF-β1 и обуславливает 
ремоделирование и фиброзирование ткани [16, 
27]. Также было показано, что IFNγ в процессе 
развития воспалительной реакции оказывает от-
сроченное подавляющее действие на секрецию 
VEGF моноцитами на трансляционном уровне. 
Кроме этого, IFNγ способен угнетать выработ-
ку MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 и 
MMP-10, что приводит к уменьшению мобили-
зации VEGF из резервуара в ЭЦМ. 

Таким образом, анализ концентрации цитоки-
нов в культуре клеток трабекулярной сети и ВВ, 
взятых от одного и того же пациента позволяет 
дать более полную характеристику дисбалансу 
цитокинов и происходящим в трабекулярном 
аппарате процессам при ПЭ глаукоме. По кон-
центрации цитокинов в ВВ нельзя делать выводы 
о происходящих в трабекулярном аппарате из-
менениях. С другой стороны, входящие в состав 
ВВ медиаторы, продуцируемые клетками трабе-
кулярной сети и шлеммова канала, глиальными 
клетками сетчатки, эпителиальными клетками 
цилиарного тела, эндотелиальными клетками, 
макрофагами и другими клетками иммунной си-
стемы [4], аутокринно и паракринно оказывают 
свое регуляторное воздействие на клетки различ-
ных тканей глаза. В связи с этим ожидаемо обна-

ружение сходных морфологических изменений 
во всех структурах переднего отрезка глаза при 
ПЭ глаукоме. Ранее было показано, что для из-
менений радужки при ПЭ синдроме характерно 
сужение и даже запустевание сосудов, дегенера-
тивные изменения ЭК сосудов. При ПЭ керато-
патии показано снижение плотности клеток во 
всех слоях роговицы. ЭК частично или полно-
стью отслаиваются от эндотелиального слоя. 
Кроме уменьшения их количества, нарушения 
гексагональной формы характерно проявление 
ЭМТ с развитием фибробластоподобного фено-
типа. Также наблюдается неравномерное утолще-
ние десцеметовой оболочки, вследствие отложе-
ния ПЭ материала в ее толще, и формирование 
рыхлого фибриллярного слоя [40].

При проведении множественного регрессион-
ного анализа нами установлено, что стаж глауко-
мы и концентрация IFNγ, TNFα в ВВ у пациен-
тов с ПЭ глаукомой оказывают значимое влияние 
на снижение плотности ЭК роговицы, что со-
гласуется с данными других исследований. Дей-
ствительно, потеря ЭК роговицы значительно 
ускоряется после проведения различных внутри-
глазных хирургических вмешательств, на фоне 
увеита, после повреждения радужной оболочки, 
что объясняется авторами повышением провос-
палительных цитокинов в ВВ [2, 12]. Однако до 
конца механизмы наблюдаемых явлений не ясны. 
Так, выявленная в нашей работе отрицательная 
корреляция между концентрацией IFNγ и плот-
ностью ЭК роговицы может быть обусловлена 
снижением способности поврежденного эндоте-
лия подавлять продукцию IFNγ Т-лимфоцитами 
и отражает, по мнению ряда авторов, нарушение 
статуса иммунной привилегии в передней каме-
ре [26]. Sugita S. и соавт. показали, что ЭК рого-
вицы могут подавлять активность CD4+T-клеток, 
секретирующих IFNγ [34]. Кроме этого, ЭК про-
дуцируют активную мембран-ассоциированную 
форму TGF-β2, которая позволяет им подавлять 
CD8+T-клетки, а также вызывает смену их фе-
нотипа на Treg и стимулирует продукцию ими 
TGF-β1. Известно, что активация TGF-β1 сиг-
нального пути приводит к гибели ЭК роговицы, 
т.к. происходит активации UPR сигнального 
пути, связанного с наличием несвернутого или 
неправильно свернутого белка. Длительное су-
ществование такой активации в условиях окси-
дативного стресса приводит к нарушению белко-
вого гомеостаза, выбросу свободного кальция в 
цитоплазму и к гибели клетки в результате апоп-
тоза [29]. В условиях эндотелиальной дисфунк-
ции провоспалительные цитокины оказывают 
свое воздействие и на клетки стромы. Так, IFNγ 
повышает секрецию TGF-β1 роговичными фи-
бробластами и экспрессию рецепторов к TGF-β1 
на их поверхности, что может приводить к их ги-
бели и миофибробластной трансформации. 
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Заключение
Нами проведено сравнительное изучение 

концентрации цитокинов в средах глаза, которое 
показало, что уровень провоспалительных фак-
торов (IL-6, VEGF) в ВВ выше, чем в супернатан-
те ТТ. В связи с чем по уровням цитокинов в ВВ 
нельзя делать выводы о происходящих в трабеку-
лярном аппарате изменениях. Анализ концентра-
ции цитокинов в культуре клеток трабекулярной 
сети и ВВ, взятых от одного и того же пациента, 
позволяет дать более полную характеристику 
дисбалансу цитокинов и происходящим в трабе-
кулярном аппарате процессам при ПЭ глаукоме. 
Среди исследуемых в нашей работе цитокинов, 
изменение концентрации IL-6, VEGF имеет наи-
большее значение в наблюдаемых структурных и 
функциональных нарушениях в переднем отрез-
ке глаза при ПЭ глаукоме. Нами была построе-
на регрессионная модель, выявившая, что пре-
дикторами плотности ЭК роговицы выступают 
стаж глаукомы и концентрации IFNγ, TNFα в ВВ 
у пациентов с ПЭ глаукомой. В результате про-

веденного исследования показано, что дисбаланс 
цитокинов, наблюдаемый при ПЭ глаукоме, мо-
жет быть связан с развитием схожих изменений в 
тканях переднего отрезка глаза.

Ограничениями исследования явились не-
большая по численности выборка пациентов с 
ПЭ глаукомой, а также отсутствие группы кон-
троля. Также нами не проводилось определение 
изоформ VEGF, в частности VEGF-A165b, что мог-
ло повлиять на интерпретацию полученного ре-
зультата.

Задачей дальнейшей работы будет сравни-
тельный анализ концентраций исследуемых ци-
токинов у пациентов группы контроля и пациен-
тов с ПЭ глаукомой.
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ЭНЗИМАТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЛИМФОЦИТОВ 
КРОВИ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ КЛИНИКО-ПАТОГЕНЕТИЧЕСКИХ 
ВАРИАНТАХ РЕСПИРАТОРНОЙ АЛЛЕРГИИ
Лазарева А.М., Коленчукова О.А., Смирнова С.В.
Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера – обособленное подразделение ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр “Красноярский научный центр Сибирского отделения Российской 
академии наук”», г. Красноярск, Россия

Резюме. Аллергия – значимая социально-экономическая проблема современности. Основой для 
развития аллергических заболеваний являются изменения иммунитета, структурно-функциональной 
единицей, которого является лимфоцит. Особенности иммунитета зависят не только от популяцион-
ного и субпопуляционного состава клеток иммунной системы, но и от интенсивности и специфики 
их внутриклеточного метаболизма. Интерес к исследованию внутриклеточного метаболизма лимфо-
цитов обусловлен масштабными энергетическими и пластические процессами, направленными на 
поддержание иммунного гомеостаза. Цель настоящего исследования: оценить состояние внутрикле-
точного метаболизма лимфоцитов периферической крови больных респираторной аллергией при 
различном генезе и уровне поражения дыхательных путей.

В исследовании приняли участие больные с различными клинико-патогенетическими вариантами 
респираторной аллергии (n = 152) в возрасте от 21 до 63 лет и практически здоровые доноры крови 
(n = 209), сопоставимые по полу и возрасту. В структуре патологии выделены: респираторная ато-
пия (атопический риносинусит и атопическая бронхиальная астма) и респираторная псевдоатопия 
(полипозный риносинусит и астматическая триада. Диагностика аллергических заболеваний верхних 
отделов респираторного тракта осуществлялась при комплексном сотрудничестве аллерголога-им-
мунолога и оториноларинголога. Верификация бронхиальной астмы осуществлялась на основании 
критериев GINA (2014). Использованы стандартные общеклинические методы и специфическая ал-
лергологическая диагностика: аллергологический анамнез, кожное prick-тестирование с неинфекци-
онными аллергенами, определение уровней общего и специфических иммуноглобулинов E методом 
иммуноферментного анализа. Показатели внутриклеточного метаболизма лимфоцитов перифери-
ческой крови определяли биолюминесцентным методом с бактериальной люциферазой. Измеряли 
активность НАД(Ф)- и НА(Ф)Н-энзимов. Активность дегидрогеназ в лимфоцитах крови выражали в 
ферментативных единицах (1 Е = 1 мкмоль/мин) на 104 клеток. Установлены изменения активности 
внутриклеточных ферментов в лимфоцитах периферической крови в зависимости от генеза аллер-
гического воспаления и уровня поражения респираторного тракта. При респираторной атопии (ато-
пический риносинусит и атопическая бронхиальная астма), независимо от уровня аллергического 
воспаления респираторного тракта, активность внутриклеточных ферментов лимфоцитов свидетель-
ствует об усилении пластических процессов, которые наиболее выражены при атопической бронхи-
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альной астме. При респираторной псевдоатопии (полипозный риносинусит и астматическая триада) 
метаболические изменения лимфоцитов свидетельствуют в пользу активизации как пластических, 
так и энергетических процессов, интенсивность которых снижается при астматической триаде. Не-
зависимо от генеза аллергического воспаления респираторного тракта определена низкая активность 
ферментов НАДФ-зависимой глутаматдегидрогеназы и НАДН-зависимой лактатдегидрогеназы при 
аллергическом воспалении верхних отделов респираторного тракта (атопический риносинусит и по-
липозный риносинусит), активность которой статистически значимо выше при бронхиальной астме 
(атопическая бронхиальная астма и астматическая триада).

Ключевые слова: атопический риносинусит, полипозный риносинусит, атопическая бронхиальная астма, астматическая 
триада, лимфоциты, внутриклеточный метаболизм

ENZYMATIC CHARACTERIZATION OF BLOOD LYMPHOCYTES 
IN VARIOUS CLINICAL AND PATHOGENETIC VARIANTS OF 
RESPIRATORY ALLERGY
Lazareva A.M., Kolenchukova O.A., Smirnova S.V.
Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk Science Center, Siberian Branch, Russian Academy 
of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Allergy is a sufficient social and economic issue of modern times. Altered immunity in allergic 
disorders is based, mainly, on the lymphocyte disturbances. 

Immune characteristics depend both on populations and subpopulational profile of immune cells, and 
on intrinsic intensity and specific features of theirintracellular metabolism. Interest to studies of intracellular 
metabolism of lymphocytes id determined by high-scale energetic and plastic processes aimed for support of 
immune homeostasis. The aim of this study was to evaluate the state of intracellular metabolism in peripheral 
blood lymphocytes from the patients with respiratory allergies of different genesis and respiratory affection. 

The study included patients with various clinical variants of respiratory allergy (n  =  152) at the age of 
21 to 63 years old, and virtually healthy blood donors (n = 209), comparable for age and sex. Within these 
cohorts, we have separately analyzed, e.g., respiratory atopy (atopic rhinosinusitis and atopic bronchial 
asthma), as well as respiratory pseudoatopy (polypous rhinosinusitis and asthmatic triad). Allergic disorders of 
upper respiratory ways were diagnosed in a complex clinical examination by allergologist/immunologist and 
otorhinolaryngologists. Bronchial asthma verification was based on current GINA criteria (2014). We used 
m standard common clinical methods and specific allergological diagnostics, e.g., allergological anamnesis, 
skin prick tests, with different non-infectious allergens, measurement of total and specific IgE’s with ELISA 
method. The parameters of intracellular metabolism of peripheral blood lymphocytes were determined with 
bioluminescent technique with bacterial luciferase. Actifity of NAD(P) and NAD(P)H enzymes was measured. 
Dehydrogenase activities in lymphocytes were expressed as enzyme un its (EU, 1 unit = 1 mcmol/min) per 104 
cells.

Certain changes of intracellular activities in peripheral lymphocytes are revealed, dependent on genesis 
and origin of allergic inflammation, and affection level of respiratory ways. In respiratory atopy (atopic 
rhinosinusitis and atopic bronchial asthma), irrelevant on the level of respiratory affection, the activities of 
intracellular enzymes suggest increased plastic processes that are maximally pronounced in atopic bronchial 
asthma. In respiratory pseudoatopy (polypous rhinosinusitis and asthmatic triad) the metabolic changes of 
lymphocytes presume activation of both plastic and energetic processes, with decreased intensity in asthmatic 
triad condition. Independent on genesis of respiratory allergic inflammation, we have determined low activity 
of NAD(P)-dependent glutamate dehydrogenase, and NAD(H)-dependent lactate dehydrogenase in allergic 
inflammation of upper respiratory ways (atopic rhinosinusitis and polypous). Its activity is statistically higher in 
bronchial asthma (atopic bronchial asthma and asthmatic triad. 

Keywords: atopic rhinosinusitis, polypous rhinosinusitis, atopic bronchial asthma, asthmatic triad, lymphocytes, intracellular 
metabolism
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Введение
Аллергические заболевания являются зна-

чимой социально-экономической проблемой. 
Большой удельный вес среди них занимают ал-
лергические болезни респираторного тракта, та-
кие как риносинусит и бронхиальная астма [1,  
6, 9].

Изменения в работе иммунной системы ор-
ганизма являются основой для развития аллер-
гических патологий [4, 5, 8]. Известно, что реак-
тивной клеткой иммунитета является лимфоцит. 
Исследования внутриклеточного метаболизма 
лимфоцитов интересны тем, что в этой популя-
ции клеток масштабно идут как энергетические, 
так и пластические процессы, в частности синтез 
антител. Особенности реагирования иммунной 
системы зависят не только от популяционного и 
субпопуляционного состава клеток самой иммун-
ной системы, но и от интенсивности и специфики 
их внутриклеточного метаболизма [2, 7, 15]. Есть 
данные как об увеличении внутриклеточной энзи-
матической активности лимфоцитов при острых 
заболеваниях, так и о снижении ее при хрони-
ческих процессах [4, 5, 13]. Для системы внутри-
клеточного метаболизма клетки характерна четко 
слаженная координация поступления субстратов 
и интермедиатов с целью сохранения нормально-
го функционирования организма [10, 18].

Оксидоредуктазы играют важную роль для 
оценки внутриклеточного метаболизма клетки. 
Это можно объяснить тем, что главными пере-
носчиками электронов являются пиридиновые 
нуклеотиды, соответственно, они принимают 
важное участие во внутриклеточной биоэнер-
гетике [20, 27]. Еще одна важная функция де-
гидрогеназ  – это обеспечения адаптационных 
процессов за счет регуляции катаболических и 
анаболических процессов в клетке [3, 15, 17]. 
Изучение внутриклеточного метаболизма попу-
ляции лимфоцитов является перспективным с 
позиции персонифицированного подхода к ме-
таболической иммунокоррекции. 

Цель настоящего исследования  – оценить со-
стояние внутриклеточного метаболизма лимфо-
цитов периферической крови больных респира-
торной аллергией при различном генезе и уровне 
поражения дыхательных путей.

Материалы и методы
В нашем исследовании приняли участие боль-

ные с различными клинико-патогенетическими 
вариантами респираторной аллергии (n = 158) в 
возрасте от 21 до 63 лет (средний возраст паци-
ентов составил 31,7±2,2 лет) и практически здо-

ровые доноры крови (группа контроля, n = 209), 
сопоставимые по полу и возрасту. Протокол об-
следования был утвержден комитетом биомеди-
цинской этики НИИ МПС. Получено письмен-
ное информированное согласие на проведение 
исследования от всех участников. Тип исследова-
ния – «случай-контроль». 

В структуре патологии выделены клинико-
патогенетические варианты респираторной ал-
лергии с учетом классификации аллергии по 
патогенезу [13]: респираторная атопия (атопиче-
ский риносинусит, АР, n = 28; атопическая брон-
хиальная астма, АБА, n  =  28) и респираторная 
псевдоатопия (полипозный риносинусит, ПРС, 
n  =  68; астматическая триада, АТ, n  =  28). Диа-
гностика аллергических заболеваний верхних от-
делов респираторного тракта осуществлялась при 
комплексном сотрудничестве аллерголога-им-
мунолога и оториноларинголога. Верификация 
бронхиальной астмы осуществлялась на основа-
нии критериев GINA (2014). При постановке ди-
агнозов аллергических заболеваний применены 
общепринятые клинические методики и спец-
ифическая аллергологическая диагностика: сбор 
аллергологического анамнеза, кожные прик-
тесты с неинфекционными аллергенами, опре-
деление концентрации общего и специфических 
иммуноглобулинов E в сыворотке крови методом 
иммуноферментного анализа.

Показатели внутриклеточного метаболизма 
лимфоцитов крови определяли биолюминесцент-
ным методом с бактериальной люциферазой. Для 
выделения мононуклеаров использовали цельную 
гепаринизированную кровь в градиенте плотности 
фиколл-верографина (р = 1,077 г/см3). Для контро-
ля морфологии взвеси лейкоцитов измеряли чисто-
ту выхода лимфоцитов (не менее 97%). Для биолю-
минесцентной методики использовали 1 миллион 
выделенных лимфоцитов. Этим методом измеряли 
активность НАД(Ф)- и НА(Ф)Н-энзимов: глюкозо-
6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ), глицерол-3-
фосфатдегидрогеназы (Г3ФДГ), малик-фер-
мента (НАДФМДГ), НАД- и НАДН-зависимой 
реакции лактатдегидрогеназы (ЛДГ и НАДН-
ЛДГ), НАД- и НАДН-зависимой реакции малат-
дегидрогеназы (МДГ и НАДН-МДГ), НАДФ- и 
НАДФН-зависимой глутаматдегидрогеназы 
(НАДФГДГ и НАДФН-ГДГ), НАД- и НАДН-
зависимой глутаматдегидрогеназы (НАДГДГ и 
НАДН-ГДГ), НАД- и НАДФ-зависимых изо-
цитратдегидрогеназ (НАДИЦДГ и НАДФИЦДГ 
соответственно) и глутатионредуктазы (ГР). 
Внутриклеточная активность оксидоредуктаз в 
лимфоцитах крови измеряли в ферментативных 
единицах (1 Е = 1 мкмоль/мин) на 104 клеток [11].
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Статистическую обработку результатов ис-
следования проводили с использованием пакета 
прикладных программ Statistica 7.0 (StatSoft, Inc., 
2004). Описание выборки произведено с подсче-
том медианы (Ме) и интерквартильного разма-
ха в виде 25 и 75 перцентилей – Ме (Q0,25-Q0,75). 
Нормальность распределения проверена с ис-
пользованием метода Колмагорова–Смирнова. 
Достоверность различий между показателями не-
зависимых выборок оценивали по непараметри-
ческому критерию Манна–Уитни. В данном ис-
следовании при проверке статистических гипотез 
критический уровень значимости равен 0,05. 

Результаты 
Определены как общие, так и специфиче-

ские изменения показателей внутриклеточного 
метаболизма лимфоцитов крови у пациентов с 
разными патогенетическими вариантами респи-
раторной аллергии с учетом генеза воспаления и 
уровня поражения дыхательных путей. 

Общими особенностями изменения внутри-
клеточного метаболизма лимфоцитов при рино-
синуситах, независимо от генеза аллергического 
воспаления, установлены статистически значи-
мо высокая активность НАДФ-МДГ и НАДФ-
ИЦДГ относительно группы контроля (табл. 1). 

При бронхиальной астме, независимо от ге-
неза аллергического воспаления, установлены 
высокая активность Г6ФДГ, ГР, НАДН-ЛДГ, 
НАДН-МДГ, НАДФ-МДГ и НАДФ-ГДГ отно-
сительно группы контроля. При этом активность 
ГР и НАДН-ЛДГ статистически значимо выше 
при АБА относительно АТ (табл. 1).

Общей особенностью внутриклеточного мета-
болизма лимфоцитов при респираторной атопии 
независимо от уровня аллергического воспаления 
респираторного тракта (АР и АБА) является ста-
тистически значимо высокая активность НАДФ-
МДГ относительно группы контроля. При атопи-
ческом риносинусите установлена статистически 
значимо высокая активность НАД-ЛДГ, НАД-
ИЦДГ, НАДФ-ИЦДГ и НАДФН-ГДГ и низкая 
активность НАДН-ГДГ и НАДФН-ГДГ относи-
тельно группы контроля. В группе больных ато-
пической бронхиальной астмой установлена ста-
тистически значимо высокая активность Г6ФДГ, 
НАДН-МДГ и НАДН-ГДГ относительно группы 
контроля.

Выявлены особенности внутриклеточного ме-
таболизма лимфоцитов с учетом уровня пораже-
ния респираторного тракта при атопии. Опреде-
лена статистически значимо высокая активность 
НАДН-ЛДГ, НАДН-ГДГ и НАДФН-ГДГ при АБА 
относительно группы АР и группы контроля. 

При респираторной псевдоатопии, незави-
симо от уровня поражения дыхательных путей 
(ПРС и АТ), показана статистически значимо 
высокая активность ферментов пентозофосфат-
ного пути – Г6ФДГ и НАДН-МДГ, относительно 
группы контроля. 

При полипозном риносинусите определе-
на статистически значимо высокая активность 
Г6ФДГ, НАД-МДГ, НАДН-МДГ и НАД-ИЦДГ 
относительно группы контроля. 

В группе больных астматической триадой 
определена статистически значимо высокая ак-
тивность НАДФ-МДГ, ГР и НАДН-ГДГ относи-
тельно группы контроля. 

Активность НАДН-ЛДГ и НАДФ-ГДГ в груп-
пе АТ статистически значимо выше относитель-
но группы ПРС и группы контроля.

Энзиматическими особенностями лимфоци-
тов при бронхиальной астме с учетом разделения 
респираторной аллергии по генезу аллергиче-
ского воспаления дыхательных путей стала вы-
сокая активность ГР, НАДН-ЛДГ и НАДФ-ГДГ 
при АБА относительно АТ. При этом активность 
обратной лактатдегидрогеназы (НАДН-ЛДГ) 
статистически значимо выше при обеих формах 
бронхиальной астмы (АБА и АТ) относительно 
риносинусита соответствующего генеза и группы 
контроля. 

Обсуждение
Проведенное исследование показало те или 

иные изменения интенсивности энергетических 
и пластических процессов в лимфоцитах перифе-
рической крови при разных патогенетических ва-
риантах аллергии дыхательных путей. Описание 
факта изменения активности внутриклеточного 
метаболизма лимфоцитов при воспалительных 
заболеваниях респираторного тракта встречается 
и в литературе. При этом результаты достаточно 
противоречивы, есть данные как об увеличении, 
так и об уменьшении метаболической активно-
сти лимфоцитов крови [16, 19, 24]. 

В настоящем исследовании показаны как об-
щие, так и специфические изменения метаболиз-
ма лимфоцитов периферической крови в зависи-
мости от клинико-патогенетического варианта 
респираторной аллергии.

Так, общими особенностями энзиматической 
активности лимфоцитов при аллергических ри-
носинуситах, независимо от генеза воспаления 
(АР и ПРС), является высокая интенсивность ра-
боты цикла трикарбоновых кислот (ЦТК), о чем 
свидетельствует повышение активности НАДФ-
зависимых дегидрогеназ: малатдегидрогеназы и 
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ТАБЛИЦА 1. АКТИВНОСТЬ НАД(Ф)Н-ЗАВИСИМЫХ ДЕГИДРОГЕНАЗ В ЛИМФОЦИТАХ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПРИ 
РАЗЛИЧНЫХ КЛИНИКО-ПАТОГЕНЕТИЧЕСКИХ ВАРИАНТАХ РЕСПИРАТОРНОЙ АЛЛЕРГИИ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. CONCENTRATION OF NAD(P)H-DEPENDENT DEHYDROGENASES IN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES N 
VARIOUS CLINICAL AND PATHOGENETIC VARIANTS OF RESPIRATORY ALLERGY, Ме (Q0.25-Q0.75)

Активность 
фермента, 

мкЕ
Activity of the 
enzyme, mkE

Контроль
Control

ПРС
PRS

АТ
AT

АР
AR

АБА
ABA

1
N = 209

2
N = 68

3
N = 28

4
N = 28

5
N = 28

НАД-зависимые дегидрогеназы
NAD-dependent dehydrogenases

Г6ФДГ
G6FDG 0,96 (0,00-3,94) 4,60 (0,19-14,00)

p1 = 0,020
3,66 (0,25-19,64)

p1 = 0,014 (0,00-0,00) 10,30 (2,88-45,61)
p1 < 0,001

Г3ФДГ 
G3FDG 0,74 (0,00-1,76) 0,05 (0,00-2,19) 0,17 (0,00-0,79) 0,09 (0,00-1,63) 2,45 (0,00-15,43)

ЛДГ
LDH 13,19 (1,54-51,32) 14,60 (4,30-75,88) 16,15 (2,89-105,88) 61,77 (22,64-98,37)

p1 = 0,027 12,98 (1,04-92,60)

МДГ
MDH 1,26 (0,00-13,31) 14,31 (5,81-44,26)

p1 < 0,001 10,02 (0,22-20,66) 15,46 (0,27-96,63) 5,72 (0,34-19,61)

НАД-ГДГ
NAD-GDG 0,56 (0,01-3,82) 2,16 (0,00-34,48) 0,68 (0,19-1,87) 13,70 (1,23-59,60) 0,66 (0,07-16,19)

ГР
GR 1,02 (0,00-7,18) 1,49 (0,00-11,08) 5,71 (1,82-16,95)

p1 = 0,030 0,17 (0,00-3,63) 5,81 (2,81-28,09)
p1, 4 < 0,001

НАДИЦДГ 
NADICDG 0,00 (0,00-6,85) 0,00 (0,00-2,15) 0,01 (0,00-1,05) 2,51 (0,00-32,24) 0,83 (0,00-8,38)

НАДН-зависимые дегидрогеназы
NADH-dependent dehydrogenases

НАДН-ЛДГ
NADH-LDG 0,00 (0,00-11,15) 5,89 (0,00-39,52)

35,22 (14,14-116,20)
p1 < 0,001
p2 = 0,018

9,29 (0,00-37,42) 41,77 (14,67-103,08)
p1, 4 < 0,001

НАДН-МДГ
NADH-MDG 11,69 (3,67-44,62) 41,13 (11,73-106,92)

p1 = 0,011
78,74 (2,80-156,94)

p1 < 0,05 27,16 (5,53-60,67) 39,20 (21,57-124,68)
p1, 4 < 0,001

НАДН-ГДГ
NADH-GDG 5,21 (0,07-12,88) 12,06 (0,58-66,59) 5,47 (0,83-68,48) 0,1 (0,00-0,32)

p1 < 0,05
7,67 (1,11-30,31)

p1 < 0,05

НАДФ-зависимые дегидрогеназы
NADP-dependent dehydrogenases

НАДФИЦДГ
NADP-ICDG 1,35 (0,00-4,98) 1,66 (0,27-6,07) 0,34 (0,00-1,61) 14,38 (1,26-33,42)

p1 = 0,019 0,73 (0,00-4,12)

НАДФ-МДГ
NADP-MDG 0,04 (0,00-1,77) 0,21 (0,00-36,92)

p1 < 0,05 0,49 (0,00-64,22) 7,94 (0,20-35,06)
p1 < 0,001

14,32 (0,02-59,40)
p1 < 0,001

НАДФ-ГДГ
NADP-GDG 0,13 (0,00-1,63) 0,00 (0,00-0,39)

0,97 (0,27-8,12)
p1 < 0,05
p2 < 0,001

0,00 (0,00-9,90)
1,96 (0,19-62,62)

p1 < 0,001
p2 < 0,05

НАДФН-зависимые дегидрогеназы
NADPH-dependent dehydrogenases

НАДФН-ГДГ
NADPH-GDG 50,40 (2,07-90,69) 7,77 (1,03-61,34) 9,38 (1,99-44,93) 8,57 (0,98-14,98)

p1 < 0,05 7,81 (1,52-43,21)

Примечание. Статистически значимые различия: Р1 – с группой контроля; Р2 – с группой ПРС; Р3 – с группой 
АТ; P4 – с группой АР. 

Note. Statistically significant differences: P1, with control group; P2, with a group of PRS; P3, with a group of AT; P4, with AP group.
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изоцитратдегидрогеназы, относительно группы 
контроля. 

Активность НАДН-ЛДГ, НАДН-МДГ, НАДФ-
МДГ и НАДФ-ГДГ статистически значимо 
выше при бронхиальной астме, независимо от 
генеза воспаления (АБА и АТ), относительно 
группы контроля. Повышение активности глу-
татионредуктазы свидетельствует об усилении 
антиоксидантной активности. ГР находится в ко-
факторной взаимосвязи с Г6ФДГ и, помимо ор-
ганизации антиоксидантной протекции клеток, 
осуществляет перенос аминокислот. Повышение 
активности Г6ФДГ может быть следствием ак-
тивации НАДН-МДГ. Повышение активности 
ключевого фермента малат-аспартатного шун-
та НАДН-МДГ говорит об интенсивном обмене 
коферментами между различными компартмен-
тами лимфоцитов и об усилении энергетических 
процессов. Активация энзима НАДН-МДГ имеет 
двоякое значение. Этот энзим усиливает посту-
пление метаболитов обмена аминокислот в реак-
ции цикла трикарбоновых кислот и нейтрализует 
большие количества оксалоацетата, которые, в 
свою очередь, могут ингибировать фермент сук-
цинатдегидрогеназу [17, 21, 26]. 

Особенностью для атопии, независимо от 
уровня поражения респираторного тракта, стала 
высокая активность НАДФ-МДГ относитель-
но группы контроля. Повышение активности 
НАДФ-МДГ (малик-фермент), катализирующе-
го превращение малата в пируват с образованием 
НАДФН, который может вырабатываться и в ходе 
окислительно-восстановительных реакциях пен-
тозофосфатного пути катаболизма глюкозы, го-
ворит об усилении пластических процессов [28]. 
Оценка уровней активности НАДФ-зависимых 
дегидрогеназ лимфоцитов крови установила 
высокую активность начального энзима цикла 
Кребса  – изоцитратдегидрогеназы и конечно-
го  – малатдегидрогеназы при АР относительно 
группы контроля. Также при атопическом рино-
синусите мы наблюдаем интенсификацию пла-
стических процессов за счет высокой активности 
фермента НАД-зависимой лактатдегидрогеназы, 
источника пирувата (который далее может пре-
вратиться в ацетил-Коа – основной субстрат для 
цикла Кребса) и НАДН, необходимого для био-
синтеза различных органических веществ [3]. 
Повышение активности прямой ЛДГ, вероятно, 
полностью компенсирует недостаточность про-
цессов гликолиза при АР, что подтверждено акти-
вацией главных энзимов в цикле лимонной кис-
лоты – МДГ и НАДИЦДГ. Подобные результаты 
описаны и в литературе [21, 24]. Об усилении пла-
стических процессов в группе АР свидетельствует 

высокая активность лимитирующего фермента 
Кребса  – НАДФ-изоцитратдегидрогеназы, так 
как образовавшая при гликолизе молекула аце-
тил-КоА с энергетического пути может перейти 
на синтез липидов и их отложения в депо [28]. 
Низкая активность глутаматдегидрогеназы при 
АР и его высокая активность в группе АБА от-
носительно группы контроля указывает на усиле-
ние пластических процессов при атопии по мере 
прогрессирования патологии от риносинусита к 
бронхиальной астме  [12]. ГДГ катализирует об-
ратимую реакцию превращения L-глутаминовой 
кислоты в α-кетоглутаровую. ГДГ занимает важ-
ное значение не только в белковом обмене, где 
глутаминовая кислота в ходе реакции переамини-
рования играет центральное значение, но также и 
в метаболизме жиров и углеводов. Глутаминовая 
кислота участвует в этапах ката- и анаболизма 
жиров и углеводов через реакцию аминирования 
α-кетоглутаровой кислоты [22]. Таким образом, 
при атопическом риносинусите наблюдается 
усиление пластических процессов в лимфоцитах 
периферической крови. В свою очередь при АБА 
идет активация обменных процессов в лимфоци-
тах на фоне высокой активности Г6ФДГ, НАДН-
МДГ и НАДН-ГДГ. Высокая активность Г6ФДГ 
и малик-фермента говорит об интенсификации 
пластических процессов [17]. 

При псевдоатопии, независимо от уров-
ня поражения респираторного тракта (ПРС и 
АТ), обнаружена высокая активность Г6ФДГ и 
НАДН-МДГ относительно группы контроля, 
характеризующих интенсивность пластическо-
го обмена. Отличительной особенностью ре-
спираторной псевдоатопии являются выражен-
ные вспомогательные и шунтирующие реакции. 
Повышение активности Г6ФДГ  – основного 
фермента пентозофосфатного пути окисления 
глюкозы – характеризует повышение пластиче-
ских процессов [3, 26]. Увеличение активности 
энзима цикла Кребса  – НАДН-МДГ – говорит 
о повышении энергетических процессов в лим-
фоцитах, интенсификации конечных этапов 
цикла, поскольку этот энзим регулирует поток 
субстратов и совместно с НАДН-ГДГ влияет на 
окислительное фосфорилирование [16, 25]. Ма-
латдегидрогеназа принимает участие в реакциях 
азотистого обмена, а также участвует в работе 
малат-аспартатного водородного шунта мито-
хондрий, когда от НАДН водород переносится в 
дыхательную цепь на внутренней мембране ми-
тохондрий [3]. Повышение активности МДГ при 
респираторной псевдоатопии является не только 
маркером пластического обмена, но следствием 
повышения энергического потенциала клетки. В 
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лимфоцитах периферической крови при усилен-
ном выходе глюкозы в пентозофосфатный путь 
интенсивность реакций гликолитического пути 
превращения глюкозы будет снижена. В результа-
те таких изменений становится ниже активность 
реакции анаэробной ЛДГ при усилении актив-
ности малик-фермента, контролирующего липи-
ды (пластический обмен) и уровень активности 
НАДН-зависимой реакции МДГ, отражающей 
усиление объема продуктов катаболизма амино-
кислот в реакции цикла трикарбоновых кислот. 
В лимфоцитах крови при ПРС выявлена высокая 
активность изоцитратдегидрогеназы относитель-
но группы контроля. Как известно, это основной 
и при этом лимитирующий фермент цикла три-
карбоновых кислот, поэтому факт его высокой 
концентрации можно рассматривать как маркер 
интенсификации энергетических процессов [3, 
22]. Высокая активность НАДН-ГДГ говорит об 
интенсивном транспорте аминокислот при раз-
вернутой астматической триаде – интенсифика-
ции энергетических процессов. Таким образом, 
при респираторной псевдоатопии наблюдается 
изменение внутриклеточной метаболомики лим-
фоцитов крови в сторону активации как пласти-
ческих, так и энергетических процессов. 

Энзиматическими особенностями лимфо-
цитов при бронхиальной астме стала высокая 
активность ГР, НАДН-ЛДГ и НАДФ-ГДГ при 
АБА относительно АТ, отражая доминирование 
пластических процессов при атопии [28]. Глав-
ной задачей энзима ЛДГ является регуляция ци-
топлазматического уровня НАД/НАДН [28]. Та-
ким образом, низкая активность непрямой ЛДГ 
говорит о высоком насыщении энергетического 

потенциала клетки и отсутствии необходимости 
гликолиза как резервного механизма. Фермен-
ты глутаматдегидрогеназы отвечают за перерас-
пределение субстратного потока между пласти-
ческими и энергетическими процессами. Они 
координируют вспомогательные реакции цикла 
Кребса, и низкое их содержание при АТ (в со-
вокупности с низким содержанием НАДН-ЛДГ) 
отражает богатые энергетические способности 
лимфоцитов крови при АТ относительно АБА. 
При этом установлено, что при увеличении пло-
щади аллергического воспаления респираторно-
го тракта от риносинусита к бронхиальной астме 
необходимы дополнительные энергетические ре-
сурсы, о чем свидетельствует высокая интенсив-
ность анаэробного гликолиза.

Таким образом, в результате исследования 
установлены как схожие, так и различные харак-
теристики энзиматической активности лимфо-
цитов периферической крови при разных патоге-
нетических механизмах респираторной аллергии. 
При респираторной атопии (АР и АБА) опреде-
лено увеличение активности пластических про-
цессов (уровень активности энзимов возрастает 
при атопической бронхиальной астме). При ре-
спираторной псевдоатопии (ПРС и АТ) наблюда-
ется активизация пластических и энергетических 
процессов (уровень ферментативной активности 
снижается при астматической триаде). 

Дисбаланс в метаболизме лимфоцитов явля-
ется следствием дуализма (двойного воздействия 
аллергенов и медиаторов аллергии) при атопии и 
монизма (только медиаторов аллергии) при псев-
доатопии [13].
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ГУСТОМЕТРИЯ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ВАРИАНТАХ 
БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЫ (ПОРОГИ ВКУСОВОЙ 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ К ГОРЬКОМУ И СЛАДКОМУ 
ВКУСАМ)
Минеев В.Н., Нёма М.А., Сорокина Л.Н., Брюханова П.В., 
Кокшарова Д.Е.
ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Появились первые исследования о возможной патогенетической роли при бронхиальной 
астме, так называемых эктопически локализованных вкусовых рецепторах к горькому, сладкому вку-
сам, осуществляющих, по-видимому, противоположные функции, однако в доступной литературе 
данные о балансе чувствительности к горькому и сладкому вкусам у одного и того же больного брон-
хиальной астмой отсутствуют. 

Цель работы – одновременная оценка чувствительности канонических лингвальных рецепторов к 
горькому и сладкому вкусу у одних и тех же больных с различными вариантами бронхиальной астмы 
с помощью методов, применимых в широкой клинической практике.

Обследовано 16 практически здоровых лиц, 35 больных бронхиальной астмой в клинике госпи-
тальной терапии им. акад. М.В. Черноруцкого Первого СПбГМУ им. акад. И.П. Павлова. Оценку 
вкусовой чувствительности к горькому вкусу проводили с применением набора тест-полосок The Frey 
Scientific 569885 PTC Taste Paper, содержащие раствор фенилтиомочевины. Для определения индиви-
дуальной величины порогов вкусовой чувствительности использовали растворы сахарозы в концен-
трациях (%): 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9. Оценку баланса чувствительности к горькому и сладкому 
вкусам проводили на основе разработанного нами индекса «чувствительность к горькому/сладкому» 
(индекс «горький/сладкий вкус»).

Наибольший индекс «горький/сладкий вкус» выявлен при аллергическом варианте БА, причем 
его значения статистически существенно отличаются от значений аналогичного индекса у практиче-
ски здоровых лиц только при низких концентрациях сахарозы (0,3-0,4% раствора сахарозы).

С помощью факторного анализа выявлена связь дисбаланса вкусовых ощущений (сдвиг вкусовой 
чувствительности в сторону высокой чувствительности к сладкому вкусу) с ключевыми характеристи-
ками бронхиальной астмы, которые включали тяжесть течения бронхиальной астмы, длительность 
применения ингаляционных глюкокортикостероидов и неэффективность применения β2-агонистов 
на догоспитальном этапе.
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Выявлено с помощью густометрии, что при аллергическом варианте бронхиальной астмы наблю-
дается снижение чувствительности к горькому вкусу (фенилтиомочевины) при высокой чувствитель-
ности к сладкому вкусу (сахарозе).

Ключевые слова: бронхиальная астма, густометрия, вкусовые рецепторы, горький вкус, сладкий вкус

GUSTOMETRY IN VARIOUS VARIANTS OF BRONCHIAL 
ASTHMA: SENSITIVITY THRESHOLDS FOR BITTER AND 
SWEET TASTE
Mineev V.N., Bryukhanova P.V., Koksharova D.E., Nyoma M.A., 
Sorokina L.N.
First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The first studies were published on the possible pathogenetic role of so-called ectopically localized 
taste receptors in bronchial asthma. The receptors for bitter and sweet taste, may, apparently, have opposite 
functions, but in available literature there is no data on the balance of sensitivity for bitter and sweet tastes in 
the same patients with bronchial asthma. The aim of the present work is to simultaneously assess the sensitivity 
of canonical lingual receptors to bitter and sweet taste in the same patients with different clinical variants of 
bronchial asthma by methods applicable in wide clinical practice. 16 healthy persons and 35 patients with 
bronchial asthma were examined at the M.V. Chernorutsky Clinics of Hospital Therapy at First St. Petersburg 
State I. Pavlov Medical University. The sensitivity for bitter taste was assessed using The Frey Scientific 569885 
PTC Taste Paper test strip kit containing phenylthiourea solution. Sucrose solutions at concentrations of 
0.3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 % for determination of individual value of taste thresholds to sweet taste were 
used. The bitter-to-sweet taste sensitivity balance was assessed on the basis of an original “bitter/sweet taste 
sensitivity” index. The highest values of index of bitter/sweet taste was found in the allergic variant of bronchial 
asthma: its values are significantly different from those in healthy persons only at low sucrose concentrations 
(0.3-0.4%). The factor analysis revealed an association between taste imbalance (a shift towards high sensitivity 
to sweet taste) and key characteristics of bronchial asthma, including severity of bronchial asthma course, 
duration of inhaled glucocorticosteroid use and inefficiency of β2-agonists use at pre-clinical stage. It has been 
revealed by gustometry that in the allergic variant of bronchial asthma there is a decreased sensitivity for bitter 
test substance (phenylthiourea), along with higher sensitivity for sweet taste (sucrose).

Keywords: bronchial asthma, gustometry, taste receptors, bitter taste, sweet taste

«Горьким лечат, а сладким калечат»
(русская пословица – В.И. Даль [1])

Введение
Наш интерес, астмологов, пульмонологов, ал-

лергологов, к вкусовой чувствительности к горь-
кому, сладкому и другим вкусам при бронхиаль-
ной астме (БА) связан с теми новыми фактами 
о так называемых эктопически локализованных 
(экстралингвальных) вкусовых рецепторах и их 
возможной роли в патогенезе БА. 

Проблема возможной патогенетической роли 
этих эктопических вкусовых рецепторов при 
бронхиальной астме рассмотрена нами ранее в 
ряде обзоров [2, 3].

Одним из важных и интересных, на наш 
взгляд, является вывод о том, что эктопические 

сигнальные системы, опосредующие передачу 
сигналов от горьких и сладких лигандов, осу-
ществляют при БА противоположные функции.

Так, например, если активация эктопических 
рецепторов, сопряженных с G-белками, к горь-
кому вкусу (TAS2R) приводит к бронходилатации 
и ингибированию продукции клетками медиато-
ров воспаления, то активация рецепторов к слад-
кому вкусу (TAS1R2/TAS1R3) и их гиперэкспрес-
сия приводит, в частности к ингибированию 
активности Tas2R-сигнализации и снижению се-
креции антимикробных пептидов в респиратор-
ном тракте.

Представляли бы интерес данные о балан-
се экспрессии сигнальных систем (к горькому и 
сладкому вкусам) у одного и того же больного, в 
том числе у больного БА, однако в доступной ли-
тературе подобных данных не обнаружено.
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В данной работе предпринята попытка оце-
нить баланс канонической чувствительности к 
горькому и сладкому вкусам на основе разрабо-
танного нами индекса «чувствительность к горь-
кому/сладкому» с помощью методов, примени-
мых в широкой клинической практике.

Целью работы является одновременная оцен-
ка чувствительности канонических лингвальных 
рецепторов к горькому и сладкому вкусу у од-
них и тех же больных с различными вариантами 
бронхиальной астмы.

Материалы и методы
Обследовано 16 практически здоровых лиц, 35 

больных бронхиальной астмой. Диагноз устанав-
ливали в соответствии с критериями и стандар-
тами международного консенсуса по вопросам 
диагностики и лечения БА (GINA, 2019). Все об-
следованные больные БА находились в клинике 
госпитальной терапии им. акад. М.В. Черноруц-
кого Первого СПбГМУ им. акад. И.П. Павлова. 
Проводили комплексное клинико-лабораторное 
и инструментальное обследование, включавшее 
общеклинические методы, цитологический и 
бактериологический анализы мокроты, а также 
аллергологическое исследование и исследование 
функции внешнего дыхания (ФВД). 

Оценку вкусовой чувствительности к горько-
му вкусу проводили с применением набора тест-
полосок The Frey Scientific 569885 PTC Taste Paper, 
в который входят опытные тест-полоски с нане-
сённым раствором фенилтиомочевины (горькое 
вещество), содержащие 30 мкг вещества, и кон-
трольные тест-полоски, не содержащие раствора 
фенилтиомочевины. 

В случае, если испытуемый отмечает по-
явление вкуса при контакте с опытной тест-
полоской, на язык накладывается контрольная 
тест-полоска без раствора фенилтиомочевины. 
Тест считается достоверным, если испытуемый 
отмечает отсутствие какого-либо вкуса при кон-
такте с контрольной тест-полоской. При этом 
в аналитической программе SPSS для Windows 
переменные обозначаются: 1 – чувствует горький 
вкус, 2 – не чувствует горький вкус.

Для определения индивидуальной величины 
порогов вкусовой чувствительности готовят рас-
творы сахарозы в концентрациях (%): 0,3; 0,4; 
0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9.

Сначала подается вода (контрольный обра-
зец), а затем растворы сахарозы в возрастающей 
концентрации. Испытуемые лица должны опре-
делить наличие вкусового ощущения и охаракте-
ризовать его качество, определяя интенсивность 
вкусового возбудителя и обозначая переменные в 
программе SPSS для Windows: 1  – нет вкусовых 
ощущений, 2  – вкус неопределенный, 3  – сла-

босладкий вкус, 4  – сладкий вкус однозначно 
опознан.

Оценку баланса чувствительности к горько-
му и сладкому вкусам проводили на основе раз-
работанного нами индекса «чувствительность к 
горькому/сладкому» (индекс «горький/сладкий 
вкус»), который вычисляли как результат деления 
показателя чувствительности к горькому вкусу на 
показатель чувствительности к сладкому вкусу 
при различных концентрациях сахарозы.

Статистический анализ результатов исследо-
ваний выполнен с помощью программы SPSS 
для Windows (Statistical Package for the Social 
Science) – (русифицированная версия 21.0).

Результаты и обсуждение
Результаты оценки индекса «горький/сладкий 

вкус» у больных бронхиальной астмой приведены 
в таблице 1.

Прежде чем анализировать данные таблицы 1, 
отметим, что статистически достоверных кор-
реляций между значениями индекса «горький/
сладкий вкус» и полом и возрастом в изучаемых 
нами группах пациентов и практически здоровых 
лиц не выявлено.

Из таблицы 1 видно, что наибольший индекс 
«горький/сладкий вкус» выявлен при аллергиче-
ском варианте БА, причем его значения стати-
стически существенно отличаются от значений 
аналогичного индекса у практически здоровых 
лиц только при низких концентрациях сахарозы 
(0,3-0,4% раствора сахарозы). Иными словами, 
при аллергическом варианте БА при высокой 
чувствительности к сладкому вкусу (сахарозе) на-
блюдается снижение чувствительности к горько-
му вкусу (фенилтиомочевины).

Обсуждая выявленный вышеупомянутый фе-
номен особой вкусовой чувствительности при 
аллергическом варианте БА, необходимо остано-
виться на двух положениях. 

Первое положение  – это выявленное нами 
ранее [4] снижение чувствительности к горькому 
вкусу на основе густометрии при бронхиальной 
астме с помощью иного агониста с горьким вку-
сом – хлорида калия.

Второе положение – это тот факт, что вкусовая 
чувствительность к фенилтиомочевине является 
наследственным признаком [5], за который отве-
чает ген рецептора TAS2R38, расположенный на 
хромосоме 7q36. 

Нельзя не сказать, что снижение вкусовой 
чувствительности к горькому вкусу (к фенилти-
омочевине) у больных бронхиальной астмой и 
ХОБЛ по сравнению со здоровыми лицами было 
выявлено и другими авторами [6]. При этом авто-
рами [6] отмечается, что «снижение чувствитель-
ности к фенилтиомочевине у больных ХОБЛ и 
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ТАБЛИЦА 1. ИНДЕКС «ГОРЬКИЙ/СЛАДКИЙ ВКУС» ПРИ РАЗЛИЧНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЯХ САХАРОЗЫ 
У ОБСЛЕДОВАННЫХ ЛИЦ, M±m

TABLE1. INDEX “BITTER/SWEET TASTE” IN PATIENTS WITH DIFFERENT SACCHAROSE CONCENTRATION SENSITIVITY, M±m

Индексы (1-
7) «горький/

сладкий вкус» 
(концентрация 
р-ра сахарозы)

Indexes (1-7)
“bitter/sweet taste” 

(saccharose 
solution 

concentration) 
(%)

Практически 
здоровые лица
Healthy persons  

(1)
n = 16

Аллергический 
вариант БА

(положительные 
аллергопробы, 
отягощенный 

аллергологический 
анамнез) 

Allergic bronchial 
asthma (positive 
allergen tests, 

burdened allergologic 
history)

(2)
n = 20

Неаллергический 
вариант БА

(отрицательные 
аллергопробы, 
неотягощенный 

аллергологический 
анамнез)

Non-allergic bronchial 
asthma (negative 
allergen tests, not 

burdened allergologic 
history)

(3)
n = 15

Значение p
p-value

Индекс 1 (0,3)
Index 1 (0.3) 0,77±0,17 1,49±0,14 1,18±0,16

p1-2 = 0,003
p1-3 = 0,86
p2-3 > 0,05

Индекс 2 (0,4)
Index 2 (0.4) 0,58±0,12 1,30±0,15 0,95±0,15

p1-2 = 0,001
p1-3 > 0,05 
p2-3 > 0,05

Индекс 3 (0,5)
Index 3 (0.5) 1,04±0,16 1,03±0,14 0,82±0,13

p1-2 > 0,05
p1-3 > 0,05
p2-3 > 0,05

Индекс 4 (0,6)
Index 4 (0.6) 0,95±0,17 0,93±0,15 0,56±0,06

p1-2 > 0,05
p1-3 > 0,05
p2-3 = 0,038

Индекс 5 (0,7)
Index 5 (0.7) 0,88±0,18 0,69±0,11 0,55±0,06

p1-2 > 0,05
p1-3 > 0,05
p2-3 > 0,05

Индекс 6 (0,8)
Index 6 (0.8) 0,77±0,17 0,60±0,08 0,52±0,06

p1-2 > 0,05
p1-3 > 0,05
p2-3 > 0,05

Индекс 7 (0,9)
Index 7 (0.9) 0,58±0,12 0,50±0,04 0,47±0,05

p1-2 > 0,05
p1-3 > 0,05
p2-3 > 0,05

бронхиальной астмой может использоваться для 
выявления наследственной предрасположенно-
сти к этим заболеваниям и составления индиви-
дуальных профилактических программ в первич-
ном звене здравоохранения».

Однако думается, что выявленный феномен 
снижения вкусовой чувствительности к горь-
кому вкусу и, особенно в сочетании с высокой 
чувствительностью к сладкому вкусу (сахаро-
зе), имеет более широкое значение в патогенезе 
бронхиальной астмы.

Чтобы ответить на этот вопрос, нами было ре-
шено провести факторный анализ, который, как 

известно, позволяет при изучении взаимосвязя-
ми переменных выявлять «скрытые», но объек-
тивно существующие закономерности исследуе-
мого процесса фактора, а также измерять их.

В факторный анализ включены (табл. 2) как 
интегральный показатель вкусовой чувствитель-
ности к горькому и сладкому вкусам, так и пока-
затели, отражающие ключевые характеристики 
бронхиальной астмы (тяжесть течения; полипоз-
ный риносинусит, патогенетически связанный с 
бронхиальной астмой; бытовая сенсибилизация 
как основной наиболее частый вид сенсибили-
зации; применение лекарств базисной терапии).
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ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ФАКТОРНОГО АНАЛИЗА ПРИ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЕ (ОТСОРТИРОВАНЫ ПО 
УБЫВАНИЮ ДОЛИ ДЕТЕРМИНИРУЕМОЙ ДИСПЕРСИИ И УБЫВАНИЮ ЗНАЧЕНИЯ ИЗВЛЕЧЕННОЙ ОБЩНОСТИ) 

TABLE 2. FACTOR ANALYSIS RESULTS IN PATIENTS WITH BRONCHIAL ASTHMA (SORTED IN DESCENDING ORDER  
OF DETERMINED DISPERSION PART AND IN DESCENDING ORDER OF EXTRACTED SIMILARITY VALUE)

Фактор 1,
дисперсия 48,8%

Factor 1,
Dispersion 48.8%

Фактор 2,
дисперсия 12,4%

Factor 2,
Dispersion 12.4%

Фактор 3,
дисперсия 10,6%

Factor 3,
Dispersion 10.6%

Индекс 5
Index 5 0,957 Индекс 1

Index 1 0,735

Бытовая 
сенсибилизация

(есть или нет)
Dust sensibilization

(present or not)

0,802

Индекс 6
Index 6 0,911 Индекс 2

Index 2 0,697

Течение 
бронхиальной астмы

(легкое, средней 
тяжести и тяжелое)

Bronchial asthma sevearity 
(mild, moderate, seveare)

0,667

Индекс 7
Index 7 0,881

Длительность 
применения 

ингаляционных 
глюкокортикоидов 

Inhaled steroids taking 
duration

0,692

Полипозная 
риносинусопатия

(есть или нет)
Polypous rhinosinusopathy

(present or not)

0,448

Индекс 4
Index 4 0,840

Применение 
ββ2-агонистов 

на догоспитальном 
этапе (не получали,
по требованию или

регулярно)
β2-agonists taking before 
hospitalization (not taken, 
as needed and regularly)

-0,629

Длительность 
применения 

ингаляционных 
глюкокортикоидов 

Inhaled steroids taking 
duration

0,283

Индекс 3
Index 3 0,838

Полипозная 
риносинусопатия

(есть или нет)
Polypous 

rhinosinusopathy
(present or not)

-0,544

Уровень глюкозы в 
крови (ммоль/л)

Glucose blood level 
(mmol/L)

0,268

Уровень глюкозы 
в крови (ммоль/л)
Glucose blood level 

(mmol/l)

0,645 Индекс 3
Index 3 0,362 Индекс 1

Index 1 0,176

Индекс 2
Index 2 0,591

Течение бронхиаль-
ной астмы 

(легкое, средней 
тяжести и тяжелое)

Bronchial asthma 
sevearity (mild, 

moderate, seveare)

0,285 Индекс 2
Index 2 0,136

Индекс 1
Index 1 0,567 Индекс 4

Index 4 0,276 Индекс 3
Index 3 0,106
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Необходимо подчеркнуть, что в ходе про-
ведения факторного анализа выполнялась про-
верка целесообразности использования фактор-
ной модели: критерий сферичности Бартлетта 
(р < 0,0001); значение критерия адекватности вы-
борки Кайзера–Мейера–Олкина составило 
0,589, что свидетельствует о приемлемой адекват-
ности примененного нами факторного анализа.

Как видно из таблицы 2, факторный анализ 
позволил выделить 3 фактора. 

Фактор 1, отражающий, как взаимоотноше-
ния между собой модальностей интегральной 
вкусовой чувствительности к горькому и сладко-

му вкусам, так и их зависимость, в частности, от 
уровня гликемии.

Отметим, что ранее особенности вкусовой 
чувствительности к сладкому у больных сахар-
ным диабетом были изучены в целом ряде ра-
бот [7, 8, 9 ,10, 11].

Так, было выявлено повышение вкусового по-
рога к сладкому у больных сахарным диабетом 
как 2-го типа, так и 1-го типа, причем была пока-
зана связь высокого вкусового порога к сладкому 
с уровнем гликемии. 

Любопытно, что в литературе [12] описывается 
случай, когда у 50-летней женщины при полном 

Фактор 1,
дисперсия 48,8%

Factor 1,
Dispersion 48.8%

Фактор 2,
дисперсия 12,4%

Factor 2,
Dispersion 12.4%

Фактор 3,
дисперсия 10,6%

Factor 3,
Dispersion 10.6%

Бытовая 
сенсибилизация

(есть или нет)
Dust sensibilization

(present or not)

0,256 Индекс 7
Index 7 0,261 Индекс 4

Index 4 0,104

Полипозная 
риносинусопатия

(есть или нет)
Polypous 

rhinosinusopathy
(present or not)

-0,216 Индекс 6
Index 6 0,130

Применение 
ββ2-агонистов 

на догоспитальном  
этапе (не получали,
по требованию или

регулярно)
β2-agonists taking before 
hospitalization (not taken, 
as needed and regularly)

0,051

Применение 
ββ2-агонистов 

на догоспитальном 
этапе (не получали,
по требованию или

регулярно)
β2-agonists taking before 
hospitalization (not taken, 
as needed and regularly)

-0,215 Индекс 5
Index 5 0,088

Полипозная 
риносинусопатия

(есть или нет)
Polypous rhinosinusopathy

(present or not)

0,048

Полипозная 
риносинусопатия

(есть или нет)
Polypous 

rhinosinusopathy
(present or not)

-0,208

Уровень глюкозы 
в крови (ммоль/л)
Glucose blood level 

(mmol/l)

-0,078 Индекс 5
Index 5 0,044

Течение 
бронхиальной астмы

(легкое, средней 
тяжести и тяжелое)

Bronchial asthma 
sevearity (mild, 

moderate, seveare)

0,108

Бытовая 
сенсибилизация

(есть или нет)
Dust sensibilization

(present or not)

-0,053 Индекс 7
Index 7 0,011

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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её здоровье и отсутствии указаний в анамнезе на 
сахарный диабет у родственников было выявле-
но снижение чувствительности к сладкому вкусу, 
которое оказалось первым симптомом этого за-
болевания, что позволило авторам [12] высказать 
мысль о возможности рассматривать так называ-
емый «диабетический язык» в качестве диагно-
стического критерия: “Diabetic tongue  – could it 
be a diagnostic criterion?”.

Также любопытно и многозначительно зву-
чит название еще одной статьи: «Каков на “вкус” 
диабет? (What does diabetes “taste” like?)» [13], в 
которой обсуждается роль рецептора к сладкому 
вкусу TAS1R2/TAS1R3 при сахарном диабете и 
терапевтические подходы, направленные на бло-
каду этого рецептора, в лечении этого заболева-
ния.

Что касается взаимоотношения между собой 
модальностей интегральной вкусовой чувстви-
тельности к горькому и сладкому вкусам, то при 
факторном анализе выявлено, что все они, как 
можно было предполагать, взаимно связаны с 
высокой позитивной факторной нагрузкой (Фак-
тор 1). 

Однако обращает внимание, что индексы 
«горький/сладкий вкус» при большей чувстви-
тельности к сладкому (индекс 1 и индекс 2) име-
ют малую факторную нагрузку. 

В весьма интересном и полезном издании [14], 
посвященном оценке сенсорной чувствительно-
сти дегустаторов (людей с очень низким порогом 
чувствительности), подчеркивается, что испыту-
емый выдерживает проверку только тогда, если 
его порог чувствительности составляет раствора 
сахарозы 0,4%. 

Подчеркнем, что в нашем исследовании вы-
явлены статистически существенные различия 
между значениями индекса «горький/сладкий 
вкус» у больных с аллергическим вариантом 
бронхиальной астмы по сравнению с таковыми 
значениями у практически здоровых лиц толь-
ко при сравнении индексов, характеризующих 
сдвиг вкусовой чувствительности в сторону вы-
сокой чувствительности к сладкому вкусу (саха-
розе) (индекс 1 и индекс 2).

Последний факт, как нам кажется, заслужи-
вает специального внимания с точки зрения вы-
двинутой в 2005 г. [15] концепции патогенеза ал-
лергической (атопической) бронхиальной астмы 
как «антидиабета», учитывая альтернативность 
характеристик бронхиальной астмы и сахарного 
диабета по целому ряду параметров. 

 Фактор 2 отражает, несомненно, патогене-
тическую связь дисбаланса вкусовых ощущений 
с ключевыми характеристиками бронхиальной 
астмы.

Так, с высокой факторной нагрузкой индексы 
«горький/сладкий вкус», которые отражают сдвиг 
вкусовой чувствительности в сторону высокой 
чувствительности к сладкому вкусу (индекс 1 и 
индекс 2) связаны с длительностью применения 
ингаляционных глюкокортикостероидов (пози-
тивно) и применением β2-агонистов (негативно) 
на догоспитальном этапе. Подобная зависимость 
данных индексов с компонентами базисной те-
рапией бронхиальной астмы на догоспитальном 
этапе, которая, подчеркнем, не обеспечила кон-
троль над заболеванием у обследованных нами 
больных, характеризует их связь с течением за-
болевания.

Действительно, на это указывают и выражен-
ные корреляционные связи указанных индексов 
(индекс 1 и индекс 2) с собственно характеристи-
кой тяжести течения заболевания и с полипозной 
риносинусопатией, которая, как хорошо извест-
но, определяет тяжесть бронхиальной астмы.

Выявление корреляционной связи с высо-
кой факторной нагрузкой индекса 1 и индекса 2 
с полипозной риносинусопатией весьма важно 
и интересно, учитывая известные данные о воз-
можной роли эктопически локализованных (экс-
траоральных) вкусовых рецепторах, в частности 
рецептора к горькому вкусу (фенилтиокарбами-
ду) TAS2R38 на подвижных назальных реснич-
ках. 

Так, полиморфизм (AVI/AVI) гена рецептора 
T2R38 рассматривается в качестве независимого 
фактора риска для формирования риносинуси-
та, для лечения которого требуется оперативное 
вмешательство [16]. Указанный полиморфизм 
гена рецептора T2R38 выключает участие этого ре-
цептора в мукоцилиарном клиренсе, выработке 
оксида азота (NO), прямом антибактериальном 
эффекте, индивидуальной предрасположенности 
к респираторной инфекции [17].

Известно [18], что функция TAS2R-рецепторов 
(вкусовых рецепторов к горькому вкусу) в легких 
в эволюционном аспекте  – это защита бронхов 
при бронхите и пневмонии от воздействия ми-
кроорганизмов (в частности грамотрицательных 
бактерий), синтезирующих ацилированные лак-
тоны гомосерина (система коммуникации бак-
терий “quorum sensing”), которые в свою очередь 
активируют TAS2R-рецепторы. 

Отметим, кстати, что сам по себе феномен 
“quorum sensing” («чувство кворума») представ-
ляет несомненный научный и практический ин-
терес, особенно учитывая возможность воздей-
ствия на эту систему коммуникации бактерий 
аналогами ацилированных лактонов гомосерина 
и другими молекулами [19].

Необходимо подчеркнуть, что эктопические 
рецепторы к сладкому вкусу (Tas1R), экспресси-
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рованные в дыхательных путях (Tas1R3), опосре-
дуют противоположную активность в отношении 
протективной функции T2R38 при бактериаль-
ном киллинге в инфицированных дыхательных 
путях [20].

Ранее нами [3] высказана мысль о том, что 
возможная последовательность механизмов па-
тогенеза в респираторной системе, связанных 
с экстраоральными вкусовыми рецепторами к 
горькому и сладкому вкусу, весьма напоминает 
circulus vitiosus. 

Что касается Фактора 3, то он отражает соб-
ственно ключевые характеристики бронхиальной 
астмы, связанные с тяжестью течения заболева-
ния и базовой терапией. Отметим все же, что с 
существенной позитивной факторной нагрузкой 
с этими характеристиками бронхиальной астмы 
связана, прежде всего, компонента гликемии.

В этой связи нельзя не упомянуть исследо-
вание, имеющее отношение к обсуждаемому 
аспекту, в название которой вынесена практиче-
ски лечебная идея, касающаяся респираторной 
системы: «Истощение запасов глюкозы в жидко-
сти на поверхности дыхательных путей жизненно 
важно для их стерильности» (“Glucose depletion 
in the airway surface liquid is essential for sterility of 
the airways”) [21].

Действительно, полагают [22], что регуляция 
гомеостаза глюкозы в дыхательных путях может 
рассматриваться как новый подход к профилак-
тике и лечению легочной инфекции, что особен-
но важно при коморбидной легочной патологии, 
включающей сахарный диабет. 

Подытоживая обсуждение, отметим, что нами 
была предпринята попытка при различных ва-
риантах бронхиальной астмы оценить баланс 
канонической чувствительности к горькому и 
сладкому вкусам на основе разработанного нами 

индекса «чувствительность к горькому/сладко-
му», причем с помощью методов, применимых в 
широкой клинической практике.

Выявлено, что при аллергическом варианте 
бронхиальной астмы наблюдается снижение чув-
ствительности к горькому вкусу (фенилтиомоче-
вины) при высокой чувствительности к сладкому 
вкусу (сахарозе).

С помощью факторного анализа выявлена 
связь дисбаланса вкусовых ощущений (сдвиг вку-
совой чувствительности в сторону высокой чув-
ствительности к сладкому вкусу) с ключевыми 
характеристиками бронхиальной астмы, которые 
включали тяжесть течения бронхиальной астмы, 
длительность применения ингаляционных глю-
кокортикостероидов и неэффективность приме-
нения β2-агонистов на догоспитальном этапе.

Проблема выявления чувствительности к 
горькому и сладкому вкусам представляет инте-
рес не только как фундаментальная или теорети-
ческая проблема, но и, несомненно, привлечет 
внимание клиницистов многих специальностей, 
включая, конечно, пульмонологов, особенно в 
связи с разработкой потенциально новой таргет-
ной терапии бронхиальной астмы, где мишенью 
будут служить эктопические вкусовые рецепторы 
к горькому вкусу [23]. 

В дальнейшем планируется сопоставить дан-
ные по сенсорной вкусовой сигнализации в отно-
шении основных вкусов (к горькому и сладкому), 
полученные с помощью исследования канониче-
ской (лингвальной) и эктопической (экстралинг-
вальной) рецепции, в частности на клеточной 
лимфоцитарной модели при различных вариан-
тах бронхиальной астмы.

Конфликт интересов отсутствует. Спонсор-
ской помощи не было.
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ЭФФЕКТ ββ-АЛАНИНА НА ГУМОРАЛЬНЫЙ ИММУННЫЙ 
ОТВЕТ В НИЗКОДОЗОВОЙ МОДЕЛИ АЛЛЕРГИИ
Чудаков Д.Б.1, Коцарева О.Д.1, Царегородцева Д.С.2, Каширина Е.И.1, 
Фаттахова Г.В.1
1 ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. В настоящее время усилия многих научных групп в мире направлены на поиск новых фак-
торов, запускающих процесс аллергической сенсибилизации, связанный с синтезом IgE в ответ на 
безвредные аллергены. По современным данным, продукция тканевых цитокинов индуцируется в 
тканях через алармины, что, в свою очередь, вызывает проаллергический иммунный ответ. Ранее мы 
показали, что β-аланин может быть потенциальным алармином, способным стимулировать продук-
цию тканевых цитокинов. Целью настоящей работы было определение вклада β-аланина в гумораль-
ный иммунный ответ на модели низкодозной аллергии. Мышей BALB/c иммунизировали в область 
холки рекомбинантным белком Asp f 2 или коммерческим овальбумином (OVA) три раза в неделю с 
добавкой β-аланина или без него. Чтобы уточнить эффект β-аланина, его сравнивали с действием α-L-
аланина – изомера, который не является лигандом рецептора MrgD, а также β-аминоизобутирата, 
сходного по аффинности к MrgD с β-аланином. Согласно нашим данным, β-аланин стимулировал 
специфическую продукцию IgE и IgG1 при кратковременном курсе (7 иммунизаций) и повышенное 
сродство антител после долгосрочной иммунизации (14 инъекций) при использовании менее имму-
ногенного белка Asp f 2. В случае применения высокоиммунного белка OVA, вклад β-аланина был 
значимым только в плане аффинности антител. Таким образом, β-аланин ускоряет продукцию спец-
ифического IgE в случае применения белка с низкой иммуногенностью. Вклад β-аланина в продук-
цию специфического IgE не был связан с активацией специфического рецептора MrgD, поскольку 
β-аминоизобутират – другой лиганд этого рецептора – не оказывал сходного эффекта на гумораль-
ный иммунный ответ. Воздействие β-аланина на продукцию IgG1 также представляется независи-
мым от рецептора MrgD, поскольку α-L-аланин – известная протеиногенная аминокислота также 
повышала продукцию специфического IgG1. Эффект β-аланина на гуморальный иммунный ответ 
может быть связан с его неспецифическим действием, например, с его способностью вызывать окис-
лительный стресс путем блокады тауринового транспортера, или со способностью стимулировать 
клеточный метаболизм.

Ключевые слова: бета-аланин, IgE, низкие дозы, аффинность антител, иммуногенность, MrgD-рецептор
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EFFECT OF ββ-ALANINE ON HUMORAL IMMUNE RESPONSE IN 
LOW-DOSE ALLERGY MODEL
Chudakov D.B.a, Kotsareva O.D.a, Tsaregorotseva D.S.b, Kashirina E.I.a, 
Fattakhova G.V.a
a M. Shemyakin and Yu. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 
Russian Federation  
b First Moscow State I. Sechenov Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. At the present time, the efforts of many research groups around the world are aimed at finding new 
factors triggering the allergic sensitization process linked with IgE synthesis to harmless allergens. According 
to the recent data, production of tissue cytokines is induced in tissue cells by alarmins, thus, in turn, eliciting 
pro-allergic immune response. Previously we have shown that β-alanine could be a potential alarmin capable 
to stimulate production of tissue cytokines. The aim of this work was to determine the impact of β-alanine on 
humoral immune response in low-dose allergy model. BALB/c mice were immunized by recombinant Asp f 2 
protein or commercial ovalbumin (OVA) in the withers 3 times a week with or without β-alanine supplemen-
tation. To determine the mechanism of β-alanine effect, α-L-alanine, an isomer which is not MrgD receptor 
ligand, and β-aminoisobutyrate with β-alanine-like affinity to MrgD ligand, were compared. According to 
our data, β-alanine stimulated specific IgE and IgG1 production in a short-term course (7 immunizations) 
and enhanced antibody affinity after long-term (14 immunizations) protocol in the case of low-immunogenic 
protein Asp f 2. In the case of high-immunogenic OVA protein, the impact of β-alanine was significant only 
upon antibody affinity. Hence, β-alanine accelerates specific IgE production in the case of low-immunogenic 
protein. The impact of β-alanine on specific IgE production was not linked to specific MrgD receptor activa-
tion, because β-aminoisobutyrate, which is the other ligand of this receptor, did not have a similar effect upon 
humoral immune response. The effect of β-alanine on IgG1 production seems also independent of MrgD 
receptor, since the common proteinogenic amino acid α-L-alanine also enhanced specific IgG1 production. 
The effect of β-alanine on humoral immune response could be linked to its non-specific action, e.g., due to its 
ability to induce oxidative stress through blocking taurine transporter, or due to its ability to stimulate cellular 
metabolism.

Keywords: β-alanine, IgE, low doses, antibody affinity, immunogenicity, MrgD receptor

The reported study was founded by RFBR ac-
cording to the research projects № 19-015-00099 and  
19-05-50064.

Introduction
Currently the hypothesis about the key role of 

alarmins released from damaged tissue cells in trigger-
ing pro-allergic immune response is becoming more 
widespread [12, 18]. Tissue cell damage may occur, 
in particular, during parasitic invasion [1, 12] or in 
response to protease allergens [12]. It is well known 
that after the invasion of macroparasites (mainly hel-
minthes) into the organism, activation of IgE produc-
tion and type 2 immune response generally occurs. So 
the concept according to which the main physiologic 
function of specific IgE production and type I hyper-
sensitivity reaction is to triggering the mechanisms 
that kills macroparasite in host organism appeared [1]. 
Alarmins could be either high-molecular substances 
for example HMGB1 proteins  [5] or low-molecular 

components such as ATP [11] or uric acid [10]. Alarm-
ins stimulate tissue cytokines production interleukins 
(IL) 25, 33 or thymic stromal lymphopoetin (TSLP) 
in neighboring cells [10, 11, 12, 27, 34], which in turn 
triggers IL-5 and IL-13 production [25, 29] and also 
though more infrequent IL-4 production [19] in type 
2 lymphoid cells. The latter in turn activates specific 
IgE production and type 2 immune response [2, 30].

According to Medzhitov’s hypothesis [20] much 
more substances could act as alarmins or DAMPs 
(Danger-associated molecular patterns). For ex-
ample, neurotransmitters, which are responsible for 
itch sensing [20]. Among these substances β-alanine 
attracts special attention because it is not only an 
itch neurotransmitter [9] via its specific MrgD recep-
tor [32] but also potential classic type alarmin because 
it is present not only in specific nerve endings but also 
in skeletal muscle fibres (in the form of easy hydro-
lysable dipeptides carnosine and anserine) [4]. It is 
known that muscle fibers as often as epithelial cells 
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are damaged upon helminthes migration through tis-
sues [1]. It should be mentioned also that β-alanine 
and β-aminoisobutyric acid are the end products of 
pyrimidine nucleotides catabolism [16], intensifica-
tion of which is very likely occurs after necrotic tissue 
cells damage and/or after DNA release in extracellu-
lar medium. According to the recent data the effect of 
a widely used adjuvant Alum is based on the triggering 
of DNA release from dying cells [15]. Though authors 
consider extracellular DNA itself as an alarmin [15], 
the effect of the products of its catabolites cannot be 
entirely ruled out.

In our previous work we have shown that β-alanine 
is capable to stimulate tissue cytokines production [8] 
and so probably stimulates pro-allergic immune re-
sponse. 

The aim of this work was to determine the impact 
of β-alanine on allergen-specific immune response in 
our recently developed low-dose allergy model [7].

Materials and methods
Materials
β-alanine, β-aminoisobutyric acid, α-L-alanine 

and ovalbumin (grade V) were obtained from Sigma 
Aldrich (Darmstadt, Germany). Tween-20 was ob-
tained from AppliChem (Darmstadt, Germany). 
NaCl, Na2HPO4, NaH2PO4, KCl, used for wash-
ing buffer preparation were obtained from DiaM 
(Moscow, Russia). Bovine serum albumin (BSA) for  
ELISA blocking buffer preparation was obtained from 
Serva (Heidelberg, Germany).

Animals
BALB/c mice were obtained from “Andreevka” 

(Pushino, Russia) and were housed in conventional 
conditions during 12-hour light-dark cycle and ad li-
bitum feeding. All manipulations were carried out ac-
cording to IBCh RAS IACUC protocol.

Recombinant Asp f 2
Recombinant Asp f 2 protein (from Aspergillus fu-

migatus) with C-terminal His-Tag was expressed in E. 
coli M13 cells and was purified with Ni-NTA resin 
based chromatography as described in [24]. The re-
sulting protein concentration was measured by Bread-
ford method (kit from ThermoScientific).

Immunization and sample collection
BALB/c mice were immunized 3 times a week 

during 5 weeks with ovalbumin (OVA) or Asp f 2 in 
different experiments with 100  ng/mice/injection 
dose in withers site without any stimulus or with 
β-alanine (0,26 or 2,6 mg), α-L-alanine (2,6 mg) 
or β-aminoisobutyric acid (BAIBA) (2,6 mg) in to-
tal volume of 0,1 ml. Some animals were immunized 
with physiological saline for control.

Blood was taken by retro-orbital bleeding under 
isoflurane anesthesia 2 days after 7th (16th day) or 14th 
(32th day) immunizations. Serum samples were ob-

tained by incubation of collected blood for 20 minutes 
at +37 °C and subsequent centrifugation at 600 g for 
fibrin cloths separation.

ELISA
Microtiter plates (Costar Maxisorb, USA) were 

incubated with 50 µl/ well solution of OVA or Asp f 2 
in PBS (pH = 7,2) 5 µg/ml for specific IgG1, IgG2a or 
high affinity IgE measurement or 20 µg/ml for low af-
finity IgE measurement overnight at +4 °C. Between 
stages plates were washed with washing buffer (0,05% 
Tween-20 in PBS). Serum samples were titrated in 
blocking buffer (5% BSA in PBS for specific IgE 
measurement or 1% BSA in all other cases). Biotin-
labeled anti-mouse IgEa (UH297, BioLegend), anti-
mouse IgG1 (RMG1-1, BioLegend) and anti-mouse 
IgG2a (RMG1-2a, BioLegend) were used as primary 
antibodies. Streptavidin-HRP conjugate (BioLegend) 
was used in subsequent stage. 3,3’,5,5’-tetramethyl-
benzydine was used as a substrate. Optical density was 
measured at 450 nm with substraction of 620 nm value 
as background with MultiScan FC automatic reader 
(ThermoScientific, USA). Serum titre was estimated 
as serum dilution in which optical density was equiva-
lent to background optical density plus 3 its standard 
deviations.

Statistics
Statistics data processing was performed with 

Mann-Withney test. Mean and standard deviations 
were calculated.

Results
Impact of β-alanine on Asp f 2 specific humoral re-

sponse
The impact of β-alanine on Asp f 2 specific hu-

moral immune response was studied by administra-
tion of this substance in the withers. Allergen was 
administrated in low dose because we have previously 
shown that these doses induce more selective IgE pro-
duction [7]. Data from Figure 1 A-C indicates that 
after short-term immunization protocol (7 immuni-
zations) β-alanine significantly and substantially en-
hances Asp f 2 specific IgE production. Production 
of specific IgG1 but not IgG2a was also enhanced by 
β-alanine. In the same time after long term immu-
nization protocol (14 immunizations) when specific 
antibody titres reach a maximum values specific IgE 
and IgG1 production were not increased by β-alanine 
addition (Figure 1D- F). Therefore, β-alanine accel-
erates IgE production.

Impact of ββ-alanine on OVA specific humoral re-
sponse

To verify the above-described data the same exper-
iment with another antigen commercial OVA was per-
formed. The results indicate that β-alanine stimulated 
only specific IgG1 but not IgE production. After 14th 
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immunization there was no effect on specific IgE and 
IgG1 titers (data not shown). 

Besides from relative quantity of specific antibod-
ies their affinity is also a very important parameter. It 
is well known that the resulting affinity of antibod-
ies which bind antigen epitope or specific hapten on 
ELISA microwell plate depend on a relative epitope 
concentration per unit area and the method of high- 
and low-affinity anti-hapten antibody measurement 
is based on this fact [21]. Due to mostly conforma-
tional nature of IgE epitopes [13, 22] the use of hapte-
nilated protein in our case was outside of our purpose. 
Therefore, for estimation of high-affinity IgE anti-
bodies fraction we carried out by ELISA method with 
the relatively low antigen concentration in coating 
buffer, exactly 5 µg/ml instead of 20 µg/ ml for low af-
finity IgE. Indeed, in this case the effect of β-alanine 

on OVA specific IgE production was significant  
(Figure 2A). It is interesting that when the same coat-
ing buffer protein concentration was applied in the 
case of Asp f 2 we could could detect specific IgE 
binding only at the lowest serum dilution 1:10 in con-
trast to the situation with high coating buffer concen-
tration.

When titrating monoclonal antibodies tangents of 
the slope of titrating curve are directly proportional to 
antibody affinity and for the polyclonal sera they will 
be directly proportional to the mean affinity of indi-
vidual clones [3]. Concerning this fact Asp f 2 affinity 
was estimated as titration curve slopes in the coordi-
nates lg(serum dilution coefficient)- optical density. 
Results showed that β-alanine increased mean Asp f 2 
specific IgE antibody affinity (Figure 2B).

Figure 1. ββ-alanine accelerated formation of Asp f 2 specific IgE and IgG1 antibodies production but did not enhanced their 
final production and did not influence specific IgG2a production
Note. Titres of Asp f 2 specific IgE (obtained with coating buffer concentration 20 µg/ml) (A, D), IgG1 (B, E) and IgG2a (C, F) in BALB/c mice after 
7th (16th day) and 14th immunization (32th day) by recombinant protein in 100 ng dose with or without β-alanine in comparison to control (physiologic 
saline immunized) mice. Data obtained in two independent experiments, mean values and standard deviations are shown. *, p < 0.05; **, p < 0.01; 
***, p < 0.001.
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Figure 2. ββ-alanine enhances high affinity IgE production
Note. Titres of OVA specific IgE in BALB/c mice after 14th imminizations with OVA in withers site in 100 ng dose with or without β-alanine obtained 
in ELISA with coating buffer concentration 5 µg/ml (A) and slopes of Asp f 2 specific IgE titration curves in coordinates lg(serum dilution) – optical 
density, taken with the opposite sign, for serum samples of BALB/c mice after 14th immunizations with Asp f 2 without and with β-alanine (B). Data 
obtained in two independent experiments, mean values and standard deviations are shown. *, p < 0.05; **, p < 0.01.

Figure 3. Different rate of OVA and Asp f 2 specific antibody response formation in the same mice
Note. Titres of OVA specific (A, C) and Asp f 2 specific (B, D) IgE (A-B) and IgG1 (C-D) antibodies in intact BALB/c mice (0), after 7th (7) and  
14th (14) immunizations in withers region with OVA + Asp f 2 antigen mixture in 100 ng dose each. Data obtained in two independent experiments, 
mean values and standard deviations are shown. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.
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Comparison between OVA and Asp f 2 specific hu-
moral immune response

The differences in the effect of β-alanine on the 
humoral response could be explained by the different 
immunogenicity of the two proteins for animals. To 
verify this hypothesis we immunized mice with the 
mixture of two proteins OVA and Asp f 2 (100 ng dose 
each). We have shown that OVA specific IgE produc-
tion appears earlier (after 7th immunizations) then Asp 
f 2 specific IgE production (after 14th immunizations) 
(Figure 3). Moreover, OVA specific IgE and IgG1 pro-
duction did not change at two time points. And there-
by, the differences of the β-alanine impact on humor-
al immune response in the case of these two proteins 
could be due to a combination of two facts: different 
immunogenicity of these two proteins for animals and 
the nature of this antigens, more precisely accelera-
tion but not increase in general allergen-specific im-
mune response during long-term immunization.

The impact of β-alanine is manifested only at high 
concentrations and is not associated with MrgD recep-
tor

It is well known that substances such as amino acids, 
which could be easily included in metabolic pathways 
and bind to specific transporters after administration 
in high concentrations, could influence physiologi-
cal processes by this way and not through their spe-
cific receptors. To understand whethre the impact of 
β-alanine could be due to the activation of its specific 
MrgD receptors or by other non-specific ways we have 
performed experiment with α-L-alanine (common 
proteinogenic amino acid and β-alanine isomer that 
does not activate MrgD) and β-aminoisobutyric acid 
(other non-proteinogenic amino acid that bind and 

activate the same receptor as β-alanine [32]). Also 
in one additional group β-alanine was administrated 
in a dose 10 times lower (0,26 mg) than in previously 
experiments. If the impact of β-alanine is linked with 
MrgD activation it must appear with much lower ad-
ministrating dose because of relatively high affinity 
of MrgD to β-alanine (Kd = 10-8M) [9, 32] and also 
with administration of β-amiboisobutyrate but not 
α-L-alanine.

In fact, the increase of specific IgE production 
was found only after administration of high dose of 
β-alanine but not β-aminoisobutyrate. Low β-alanine 
dose did not show the same impact and in the case of 
α-L-alanine it was a week non-significant tendency. 
Moreover, both β-alanine in both doses and α-L- ala-
nine, but not β-aminoisobutyrate increased specific 
IgG1 production (Figure 4). According to these data, 
the effect of β-alanine on specific IgE production was 
not linked to MrgD receptor activation.

Discussion
Alarmins like ATP or uric acid, which are released 

from damaged epithelial cells or proteases, could be 
the main stimulus of tissue cytokines production in 
early phases of pro-allergic immune response [5, 10, 
11, 12]. We have previously shown that β-alanine, the 
substance specific to muscle tissue [16] and released 
from myocytes after their damage, could activate tis-
sue cytokines production [8]. It is also important that 
β-alanine is an itch mediator [9] and the end-product 
of DNA pyrimidine bases catabolism [16]. Itch often 
accompany allergic inflammation [20, 31], and the 
release of DNA from cells with its subsequent deg-

Figure 4. Impact of ββ-alanine on IgE and IgG1 production is not linked with MrgD receptor activation
Note. High affinity specific IgE (obtained in ELISA with coating buffer concentration 5 µg/ml) (A) and IgG1 (B) after 14th immunizations (32th day) 
by OVA in 100 ng/dose in withers site in BALB/c mice with or without indicated stimulus. α-Ala, alpha-L-alanine; β-Ala,  beta-alanine; BAIBA, 
β-aminoisobutyrate. Data obtained in two independent experiments, mean values and standard deviations are shown. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, 
p < 0.001.
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radation is often occur after cell necrosis [15] which 
may be linked to macroparasite invasion [1].

In these work we have shown that β-alanine ap-
pears as an adjuvant of type 2 allergic immune re-
sponse due to its enhancing effect on specific IgE 
and IgG1 but not IgG2a production. The impact of 
this substance appears in different ways when using 
proteins with different immunogenic potential for 
experimental animals and is not linked with activa-
tion of its specific MrgD receptor. Nonetheless above 
described phenomena may be of interest because its 
allows to get close to the understanding of the mecha-
nisms which regulate specific IgE production. In the 
case of low-immunogenic protein Asp f 2 the impact 
of β-alanine appears on the levels of specific IgE pro-
duced after short-term immunization and affinity of 
these antibodies after long-term immunization, but 
in the case of high-immunogenicity protein OVA the 
impact was significant only on the affinity of produc-
ing antibodies.

Literature data obtained in genetically engineered 
mice where IgE production was coupled with fluo-
rescent protein expression showed that specific IgE 
production in germinal centers occured during very 
limited time and that IgE+ B-cells in germinal centers 
probably did not pass affinity selection to the same 
extent as for IgG1+ B-cells [28, 33]. It is interesting 
that according to some recent results at least in some 
cases Ig antibody class switching could occur outside 
germinal centers during extrafollicular antibody re-
sponse  [17, 23]. It is also known that in early stages 

extrafollicular B-cells in comparison to germinal cen-
ter B-cells have higher natural affinity B-cell recep-
tor [6]. But extrafollicular foci exist for a short time 
(up to 2 weeks) [14] and it is logical to suppose that 
β-alanine supports formation of these structures. Fur-
ther investigations are needed to be carried for refine-
ment of this fact.

In the same time the impact of β-alanine appears 
only after its high dose administration and since this 
impact does not appear after administration of an-
other MrgD ligand β-aminoisobutyrate [32] it is not 
linked to MrgD receptor activation. Moreover also 
α-L- alanine, a conventional proteinogenic amino 
acid, did not stimulate specific IgE production in our 
work while it stimulated specific IgG1 production. So 
it may be that in the case of β-alanine its impact on 
specific IgE and IgG1 production may be implement-
ed by different mechanisms.

One of the probable mechanism of β-alanine ac-
tion which could explain its action after high but not 
low dose administration is the activation of oxidative 
stress in tissue and (or) immune cells due to its ability 
to compete with antioxidant taurine for specific trans-
porter [26].

Despite β-alanine effect only after high adminis-
trated dose and the ambiguity of this effect (the influ-
ence only on high affinity antibody fraction when us-
ing high-immunogenicity protein) the obtained data 
let us get closer to the understanding of the potential 
mechanisms regulating IgE production. 
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ВЛИЯНИЕ МЕТАБОЛИТОВ МИКРООРГАНИЗМОВ 
МНОГОЛЕТНЕМЕРЗЛЫХ ПОРОД НА СИНТЕЗ ЦИТОКИНОВ 
МОНОНУКЛЕАРНЫМИ КЛЕТКАМИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ ЧЕЛОВЕКА IN VITRO 
Колыванова С.С., Каленова Л.Ф.
ФГБУН ФИЦ «Тюменский научный центр» Сибирского отделения Российской академии наук, г. Тюмень, 
Россия  
ФГАОУ ВО «Тюменский государственный университет», г. Тюмень, Россия 

Резюме. Вечная мерзлота является уникальной экосистемой, характеризующейся стабильно от-
рицательными температурами и в которой микроорганизмы могут находиться в состоянии гипоме-
таболизма или анабиоза на протяжении геологического времени. Известно, что микроорганизмы 
занимают широкий ареал обитания благодаря наличию полифункциональных систем адаптации и 
коммуникации. Одним из проявлений данных систем является выработка вторичных метаболитов 
(МБ), в состав которых входят сигнальные молекулы, не имеющие строгой видовой специфичности. 
Биологическая активность сигнальных молекул в значительной степени зависит от количества бакте-
риальных клеток и температуры их культивирования.

В данной работе использованы вторичные метаболиты Bacillus sp. из вечной мерзлоты, получен-
ные при различных температурах культивирования микроорганизмов (при -5 °C – «холодовые» МБ 
и при 37 °C – «тепловые» МБ) в дозах 0,05 × 106 (малая доза) микробных клеток (м.кл.) в мл физио-
логического раствора или 500 × 106 (высокая доза) м.кл./мл. Оценено влияние МБ Bacillus sp. на про-
дукцию TNFα, IL-1β, IL-8, IL-2, IFNγ, IL-4, IL-10 мононуклеарными клетками периферической кро-
ви (МНК) человека в супернатантах 24-часовых клеточных культур методом ИФА с использованием 
тест-системы «ВекторБЕСТ» (Россия) на спектрофотометре LUCY-2 (ANTHOS) (Австрия) согласно 
рекомендациям производителя. 

Установлено, что по сравнению с контролем под влиянием МБ Bacillus sp. вне зависимости от тем-
пературы их получения и дозы бактерий активность синтеза МНК человека основного спектра цито-
кинов достоверно возросла (p < 0,01 для всех показателей), за исключением IL-8, уровень которого 
не отличался от контрольного под влиянием высокой дозы «тепловых» МБ. По сравнению с ФГА 
синтез цитокинов МНК зависел от дозы и температуры получения МБ. Так, под влиянием «тепло-
вых» МБ уровень TNFα был достоверно ниже его уровня под влиянием ФГА не зависимо от дозы. 
Уровень IL-8 был снижен относительно ФГА под влиянием метаболитов от 500 × 106 м.кл. вне зави-
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симости от температуры их получения. Сравнение между собой влияния «тепловых» и «холодовых» 
МБ Bacillus sp. показало, что малые дозы «холодовых» метаболитов в большей степени стимулируют 
синтез провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-1β, IL-8, IFNγ). Высокие дозы «тепловых» метабо-
литов Bacillus sp. в большей степени активируют МНК человека на синтез противовоспалительных 
цитокинов (IL- 4 и IL-10). Учитывая, что TNFα, IL-1β и IL-10 являются цитокинами системного дей-
ствия, ответственными не только за активацию системы иммунитета, а также мобилизацию других 
регуляторных систем организма, можно в перспективе рассматривать возможность использования 
вторичных метаболитов микроорганизмов многолетнемерзлых пород в качестве субстрата для раз-
работки новых иммуномодуляторов и адаптогенов.

Ключевые слова: провоспалительные цитокины, противовоспалительные цитокины, мононуклеарные клетки крови, 
вторичные метаболиты бактерий многолетнемерзлых пород, антиген-индуцированная реакция бластной трансформации 
лимфоцитов

INFLUENCE OF METABOLITES OF MICROORGANISMS FROM 
PERMAFROST ON THE SYNTHESIS CYTOKINES BY HUMAN 
PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELLS IN VITRO
Kolyvanova S.S., Kalenova L.F.
Tyumen Scientific Centre, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Tyumen, Russian Federation  
Tyumen State University, Tyumen, Russian Federation

Abstract. Permafrost is a unique ecosystem characterized by consistently negative temperatures. It has been 
shown that microorganisms can be there in a state of hypometabolism or anabiosis during geological time. It is 
known that microorganisms occupy a wide habitat due to the presence of multifunctional systems of adaptation 
and communication. One of the manifestations of these systems is the production of secondary metabolites 
(MBs), which include signaling molecules that do not have strict species specificity. The biological activity of 
signaling molecules largely depends on the number of bacterial cells and the temperature of their cultivation.

In this work we used secondary MBs of Bacillus sp. from Permafrost obtained at different temperatures 
of microorganism cultivation (at -5 °C – “cold” MBs and at 37 °C – “warm” MBs) in doses of 0,05 × 106 
(small dose) of microbial cells (m.cl.) in ml of saline or 500 × 106 (high dose) m.cl./ml. The influence of MB 
of Bacillus sp. for the TNFα, IL-1β, IL-8, IL-2, IFNγ, IL-4 and IL-10 production by human peripheral blood 
mononuclear cells (MNC) in supernatants of 24-hour cell cultures was estimated by ELISA whith using the 
“VectorBEST” test system (Russia) on a LUCY-2 (ANTHOS) spectrophotometer (Austria). 

It was found that the activity of synthesis by human MNC of the main spectrum of cytokines significantly 
increased (p < 0.01 for all indicators) under the influence of MB Bacillus sp. regardless of the temperature of 
their cultivation and the dose of bacteria. The exception was IL-8, the level of which under the influence of a 
high dose of “warm” MBs didn’t differ from the control. Compared to PHA the cytokines synthesis by MNC 
depended on the dose and the temperature of obtaining of MBs. Thus, under the influence of “warm” MBs the 
level of TNFα was significantly lower than its level under the influence of PHA regardless of the dose. Regardless 
of the temperature of obtaining metabolites the level of IL-8 under the influence of metabolites from a dose 
of 500 × 106 m.cl. was reduced relative to the PHA group. Comparison of the influence of “warm” and “cold” 
MBs of Bacillus sp. showed that small doses of “cold” metabolites to a greater extent stimulate the synthesis of 
pro-inflammatory cytokines (TNFα, IL-1β, IL-8, IFNγ). High doses of “heat” metabolites of Bacillus sp. to a 
greater extent they activate human MNCs for the synthesis of anti-inflammatory cytokines (IL- 4 and IL-10). 
Considering that TNFα, IL-1β and IL-10 are cytokines of systemic action and are responsible not only for the 
activation of the immune system, but also for the mobilization of other regulatory systems of the organism, 
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Introduction
Permafrost is one of the unique ecosystems 

characterized by negative temperatures over geological 
time [13]. Viable microorganisms of various genera 
and species were found in permafrost rocks. The 
ones may be there in a state of hypometabolism or 
suspended animation. [4, 9, 14]. It is known that 
microorganisms occupy a fairly wide habitat due 
to the presence of multifunctional adaptation and 
communication systems. One of the manifestations 
of the work of these systems is the production of 
secondary metabolites (MB), which include signaling 
molecules that don’t have strict species specificity [5, 
11, 12]. The biological activity of signaling molecules 
largely depend on the number of bacterial cells and the 
temperature of their cultivation [12]. An experimental 
study of microorganisms (MO) of strain M3 Bacillus 
sp. isolated from permafrost of the late Neogene 
showed that a change in the temperature conditions 
of cultivation has a significant effect on the biological 
properties of bacteria in vitro and in vivo, in particular, 
it changes their enzymatic, immunotropic and 
reparative activity [6, 7, 8, 10]. It seems relevant to 
study the effect of MB of MO from Permafrost on the 
functional activity of immunocompetent human cells 
in vitro for development, in the future, immunotropic 
drugs based on them. It is known that cytokines 
as mediators of intercellular “communication” 
provide the regulation of immune responses and 
the coordinated interaction of cells of the immune 
system [2].

Purpose of the study: to assess the effect of the 
secondary metabolites of permafrost microorganisms 
on the spectrum and level of cytokine secretion by 
human peripheral blood mononuclear cells in vitro 
depending on the temperature of cultivation and the 
dose of bacterial cells.

Materials and methods
The object of study is Bacillus sp. M3 strain 

isolated from Late Neogene permafrost (Mamontova 

Mountain, Central Yakutia, age of permafrost 2.5-3 
million years [1]. To obtain secondary MB, the MO 
suspension was prepared in aliquots of 0.05 × 106 (low 
dose) or 500 × 106 (high dose) microbial cells in 1 ml 
(m.cl./ml) of physiological saline and incubated at 
temperatures of -5 °C (“cold” metabolites – МB- C) 
and 37  °C (“thermal” metabolites  – МB-T) for 72 
hours. Every 24 hours, the samples were kept for 30 
minutes at 22  °C. The MBs was separated through 
passing a suspension of MOs through bacterial filters 
with a pore diameter of 0.22 μm (Millipore, USA). 
The purity of the MBs was confirmed by control 
sowing on culture media. 

The study was conducted on the culture of 
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of 
3 independent donors (men aged 24-26 years). 
Mononuclear cells (MNC) were isolated on a Ficoll-
Paque density gradient (ρ = 1.077). The wells of 96-well 
immunological plates were loaded with 0.2 × 106 MNC 
in 180 μl of RPMI-1640 medium with the addition of 
2 mmol glutamine and 80 μg/ml gentamicin. Several 
options for the reaction of blast-cell transformation 
of lymphocytes were posed. Negative control is the 
addition of 20 μl of RPMI-1640 medium (control 
group). A positive or mitogen-induced control is 
the addition of 20 μl of the polyclonal T-mitogen 
phytohemagglutinin (20 pg/ml, “Serva”) (PHA 
group). And 4 variants of the experimental groups: 
adding 20 μl of “cold” or “thermal” metabolites 
obtained from 0.05 × 106 m.cl./ ml (groups MB- C/0.05; 
MB-T/0.05) or 500  ×  106 m.cl./ml (MB-C/500; 
MB- T/500). The reaction was set up in triplets for 
24 hours. The levels of pro-inflammatory (TNFα, 
IL- 1β, IL-8, IL-2, IFNγ) and anti-inflammatory 
(IL-4 and IL-10) cytokines were determined in cell 
culture supernatants by ELISA (“VectorBEST”) on 
a LUCY-2 spectrophotometer (ANTHOS) (Austria) 
and expressed in pg/ml. The significance of differences 
between the groups was assessed by Student’s t-test in 
the SPSS “11.5 for Windows” program. Differences 
were considered significant at p < 0.05.

Results
The results of the study are presented in the Table 1. 

Minimal levels of cytokines without stimulation with 

it can be assumed that the secondary metabolites of microorganisms from Permafrost will be efficient as a 
substrate for the development of new immunomodulators and adaptogens in the future.

Keywords: pro-inflammatory cytokines, anti-inflammatory cytokines, blood mononuclear cells, secondary metabolites of bacteria 
from permafrost, antigen-induced reaction of blast-cell transformation of lymphocytes
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antigens (control group) and their high indices under 
the influence of a polyclonal T-mitogen (PHA group) 
testify to the qualitative immunological reactivity of 
PBMC of donors (Table 1).

The results of a study of the effect of MB of MO 
from Permafrost on the synthesis of cytokines by 
human peripheral blood mononuclear cells showed 
the following. “Cold” metabolites obtained from 
0.05  ×  106 m.cl./ml at -5  °C (MB-С/0.05 group) 
stimulated human PBMCs to activate the synthesis of 
pro-inflammatory (TNFα, IL-1β, IL-8 , IL-2, IFNγ) 
and anti-inflammatory (IL-4 and IL-10) cytokines 
compared with the control (p < 0.01 for all cytokines). 
In this group the activity of the synthesis of cytokines 
TNFα, IL-1β, IL-2 and IFNγ was significantly 
(p < 0.01) higher, and the synthesis of IL-4 and IL-10 
was moderately higher (p < 0.05) than in PHA group. 
There were no differences between these groups in 
level of IL-8 (p > 0.05).

The synthesis activity of the entire studied cytokine 
spectrum increased (p < 0.01 for all cytokines) under 
the influence of “thermal” metabolites obtained from 
0.05  ×  106 m.cl./ml at 37  °C (MB-T/0.05 group) 
compared with the control. In this experimental group 
the level of TNFα was decreased (p < 0.01), the levels 
of IL-1β, IL-8 and IL-2 were significantly increased 
(p  <  0.01 in all cases), the levels of IL-4 and IL-10 
were moderately increased (p  <  0.05 in both cases) 

compared with the PHA group. The level of IFNγ was 
at the level of IFNγ in the PHA group (p > 0.05).

“Cold” metabolites obtained from 500  ×  
106 m. cl./ ml at -5 °C (MB-С/500 group) significantly 
increased the synthesis activity of the entire studied 
spectrum of cytokines compared to the control. We 
noted that the synthesis activity of IL-1β (p < 0.01) 
and IL-2 (p < 0.01) increased significantly, the levels 
of IL-4 (p  <  0.05) and IL-10 (p  <  0.05) increased 
moderately compared with these indicators in the 
PHA group. No differences were found in the levels of 
TNFα and IFNγ (p > 0.05).

Under the influence of “thermal” metabolites 
obtained from 500  ×  106 m.cl./ml at 37  °C (MB-
T/500 group) the synthesis activity of the entire 
studied spectrum of cytokines was significantly higher 
(p < 0.01 for all cytokines) except for IL-8 (p > 0.05) 
compared with the control group. The levels of TNFα, 
IL-8 and IFNγ were reduced (p < 0.01 in all cases) and 
the secretion of IL-1β, IL-4 and IL-10 (p < 0.01 in all 
cases) were significantly increased compared with the 
PHA group. The level of anti-inflammatory IL-10 was 
8.6 times higher than in the PHA group.

Thus, the analysis of the obtained data showed 
that the effect of the secondary metabolites of 
microorganisms from Permafrost on the cytokine 
response of immunocompetent cells of human 
peripheral blood in vitro to a certain extent depends 
on both the dose and the temperature of bacterial 

TABLE 1. CYTOKINE LEVEL (pg/ml), M±m

Cytokines TNFαα IL-1ββ IL-8 IL-2 IFNγγ IL-4 IL-10

Control group 4.4±0.6 24.9±3.3 25.4±4.6 0.2±0.1 1.4±0.1 1.1±0.2 2.3±0.4

PHA group 264.0±6.0 157.2±10.3 249.0±11.3 0.9±0.2 17.3±1.6 1.8±0.1 5.2±0.5

Metabolites from 0.05 ×× 106 m.cl./ml

MB-C 424.0±43.3
**, ^^

263.0±31.0
**, ^^

287.0±34.0
**

3.8±1.6
**, ^^

26.3±3.2
**, ^^

2.7±0.3
**, ^

8.4±0.3
**, ^

MB-Т 63.5±4.3
**, ^^

261.0±33.0
**, ^^

355.0±42.1
**, ^^

1.8±0.1
**, ^^

13.6±2.4
**

3.8±0.5
**, ^

9.2±0.7
**, ^

Metabolites from 500 ×× 106 m.cl./ml

MB-C 285.1±15.3
**

270.5±21.2
**, ^^

78.5±6.1
**, ^^

11.2±3.9
**, ^^

21.8±3.1
**

2.4±0.3
*, ^

8.7±2.9
**, ^

MB-Т 54.9±2.7
**, ^^

247.8±18.6
**, ^^

26.4±7.9
^^

0.9±0.1
**

9.1±2.2
**, ^^

19.4±4.3
**, ^^

44.8±5.5
**, ^^

Note. The difference from the control: *, p < 0.05; **, p < 0.01; difference from the PHA: ^, p < 0.05; ^^, p < 0.01.
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cultivation at which these metabolites were obtained. 
Moreover, the synthesis of TNFα was predominantly 
stimulated by MB obtained from MO at a negative 
temperature of cultivation (MB-C/0.05 and MB-
C/500 groups). The synthesis of IL-8 was largely 
stimulated by low doses of MB (MB-C/0.05 and 
MB-T/0.05 groups). The synthesis of IL-2 was largely 
stimulated by high doses of MB obtained from MO at a 
negative temperature of their cultivation (MB-C/500 
group). The activity of the synthesis of IFNγ was 
maximum for MB obtained at a negative temperature 
(groups MB-С/0.05 and MB-С/500). The maximum 
levels of secretion of IL-4 and IL-10 were observed 
under the influence of a high dose of MB obtained 
from MO at a positive temperature of cultivation 
(MB-C/500 group). The exception was IL-1β, its 
level was significantly high in all experimental groups 
(p < 0.01 compared with control and PHA groups).

Summarizing the foregoing it can be concluded 
that low doses of “cold” metabolites of MOs from 
Permafrost (obtained from 0.05  ×  106 m.cl./ml at 
-5  °C) show their immunobiological activity to a 

greater extent towards the activation of the synthesis 
of pro-inflammatory cytokines (TNFα, IL -1β, IL-8, 
IFNγ). High doses of “thermal” metabolites of MO 
MMP (from 500 × 106 m.cl./ml) obtained during the 
cultivation of bacteria at positive temperatures (37 °C) 
to a greater extent activate human PBMC for the 
synthesis of anti-inflammatory cytokines (IL-4 and 
IL-10).

The obtained data together with the previously 
obtained results [6, 7, 8, 10] are the basis for raising 
a number of questions about the action mechanisms 
of metabolites of microorganisms from Permafrost 
on human immunocompetent cells. Considering also 
that TNFα, IL-1β and IL-10 are systemic cytokines 
that are responsible not only for the activation of 
the immune system, but also for the mobilization 
of regulatory systems such as the nervous and 
endocrine [3, 14, 15], it is possible to consider the 
possibility to use secondary metabolites of Permafrost 
microorganisms as a substrate for the development of 
new immunomodulators and adaptogens.

References
1.	 Brushkov A.V., Melnikov V.P., Shchelchkova M.V., Griva G.I., Repin V.E., Brenner E.V., Tanaka M. 

Biogeochemistry of frozen rocks of Central Yakutia. Earth’s Cryosphere (Russia), 2011, Vol. 15, no. 4, pp. 90-100. 
(In Russ.)

2.	 Budchanov Yu.I. Hormones and mediators of the immune system. Regulation of the immune response. 
Tver: Publishing house of Tver State Medical Academy, 2008. 10 р.

3.	 Chernykh E.R., Leplina O.Yu., Tikhonova М.A., Paltzev A.V., Ostanin А.А. Cytokine Balance in Systemic 
Inflammation: a new target for immunotherapy of sepsis. Medical Immunology (Russia), 2001, Vol. 3, no. 3,  
pp. 415-429. (In Russ.)

4.	 El-Registan G.I., Mulyukin A..L, Nikolaev Yu.A., Galchenko V.F., Suzina N.E., Duda V.I. Adaptogenic 
functions of extracellular autoregulators of microorganisms. Microbiology, 2006, Vol. 75, no. 4, pp. 380-389.  
(In Russ.)

5.	 Erin K., Shiner А., Kendra P. Interkingdom signaling: deciphering the language of acylhomoserine lactones. 
Microbiol. Rev., 2005, Vol. 29, pp. 935-947.

6.	 Kalenova L.F., Bazhin A.S., Novikova M.A. Effects of metabolites of bacteria Bacillus sp. from permafrost on 
speed repair of skin wound. Journal of New Medical Technologies, 2014, Vol. 21, no. 4, pp. 53-61. (In Russ.)

7.	 Kalenova L.F., Subbotin A.M., Bazhin A.S. Influence of bacteria from perennial frozen species of different 
geological age on the immune system. Journal of New Medical Technologies, eEdition, 2013, 1. Available at:  
http://elibrary.ru/download/39510323.pdf. 

8.	 Kalyonova L.F., Novikova M.A., Subbotin A.M., Bazhin A.S. Effects of temperature on biological activity of 
permafrost microorganisms. Bull. Exp. Biol. Med., 2015, Vol. 158, no. 6, pp. 772-775. 

9.	 Karaevskaya E.S., Demidov N.E., Shmelev D.G., Rivkina E.M., Bulat S.A. The study of the bacterial 
communities in the Antarctic Oases’ permafrost by means of culturing. Arctic and Antarctic Research, 2017, Vol. 2, 
no. 112, pp. 27-42. (In Russ.)

10.	 Kolyvanova S.S., Solovyov V.S., Kalyonova L.F. The influence of bacterial strains of the genus Bacillus isolated 
from Permafrost of different geological age on the immunological parameters of laboratory animals. Russian Journal 
of Immunology, 2015, Vol. 9 (18), no. 3 (1), pp. 105-107. (In Russ.)]

11.	 Levin B.R., Rozen D.E. Non-nherited antibiotic resistance. Nat. Rev. Microbiol., 2006, Vol. 4, pp. 556-562.
12.	 Nikolaev Yu.A. Autoregulation of the stress response of microorganisms: DocSci. Dissertation Abstract, 

Biology. Moscow, 2011. 50 р. (In Russ.)



142

Kolyvanova S.S., Kalenova L.F.
Колыванова С.С., Каленова Л.Ф.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Авторы:

Колыванова С.С. – младший научный сотрудник отдела 
биоресурсов криосферы ФГБУН ФИЦ «Тюменский 
научный центр» Сибирского отделения Российской 
академии наук; аспирант иститута биологии ФГАОУ ВО 
«Тюменский государственный университет», г. Тюмень, 
Россия 

Каленова Л.Ф. – д.б.н., главный научный сотрудник 
отдела биоресурсов криосферы ФГБУН ФИЦ 
«Тюменский научный центр» Сибирского отделения 
Российской академии наук; ведущий научный сотрудник 
международного центра криологии и криософии 
ФГАОУ ВО «Тюменский государственный университет», 
г. Тюмень, Россия

Authors:

Kolyvanova S.S. – Junior Research Associate, Department of 
Cryosphere Bioresources, Tyumen Scientific Centre, Siberian 
Branch, Russian Academy of Sciences; Рostgraduate Student, 
Institute of Biology, Tyumen State University, Tyumen, Russian 
Federation  

Kalenova L.F. – PhD, MD (Biolology), Chief Research 
Associate, Department of Cryosphere Bioresources, Tyumen 
Scientific Centre, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences; 
Leading Research Associate, International Center of Cryology 
and Cryosophy, Tyumen State University, Tyumen, Russian 
Federation 

Поступила 14.04.2020 
Принята к печати 21.04.2020

Received 14.04.2020 
Accepted 21.04.2020

13.	 Shherbakova V.A. Anaerobic bacteria and archaea in permafrost deposits of the Arctic: DocSci. Dissertation 
Abstract, Biology. Mosсow, 2018. 48 р. (In Russ.)

14.	 Surkova E.A., Kuzubova N.A., Ses T.P., Totolian Areg A. Features of cytokine-mediated regulation of focal 
and systemic inflammation in cOPD. Medical Immunology (Russia), 2010, Vol. 12, no. 4-5, pp. 349-354. (In Russ.) 
doi: 10.15789/1563-0625-2010-4-5-349-354.

15.	 Titova Zh.V., Bodienkova G.M. Cytokine net role in mechanisms of neuroimmune interaction (literature 
review). Acta Biomedica Scientifica, 2013, Vol. 2, no. 90, pp. 171-175. (In Russ.) 



143

Медицинская иммунология
2021, Т. 23, № 1,  
стр. 143-148
© 2021, СПб РО РААКИ

Краткие сообщения
Short communications

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2021, Vol. 23,  1, pp. 143-148
© 2021, SPb RAACI

1 page

Адрес для переписки:

Шабалдин Андрей Владимирович
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний»
650002, Россия, г. Кемерово, Сосновый бульвар, 6.
Тел.: 8 (3842) 64-46-50.
E-mail: weit2007@yandex.ru

Address for correspondence:

Shabaldin Andrey V.
Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular 
Diseases
650002, Russian Federation, Kemerovo, Sosnoviy blvd, 6.
Phone: 7 (3842) 64-46-50.
E-mail: weit2007@yandex.ru

Образец цитирования: 

А.В. Шабалдин, С.В. Гривцова, Н.С. Деева, 
С.А. Шмулевич, А.В. Цепокина, А.А. Аникеенко, 
Е.В. Шабалдина, Г.В. Вавин «Изменение экспрессии 
HLA-DR на субпопуляциях лимфоцитов супругов, 
имеющих детей со спорадическими врожденными 
пороками сердца без хромосомных заболеваний, 
под воздействием женской аутосыворотки» // 
Медицинская иммунология, 2021. Т. 23, № 1. С. 143-148.  
doi: 10.15789/1563-0625-CIT-2013

© Шабалдин А.В. и соавт., 2021

For citation: 

A.V. Shabaldin, S.V. Grivtsova, N.S. Deeva, S.A. Shmulevich, 
A.V. Tsepokina, A.A. Anikeenko, E.V. Shabaldina, G.V. 
Vavin “Changes in the expression of HLA-DR on lymphocyte 
subpopulations of spouses having children with sporadic 
congenital heart defects without chromosomal diseases, under 
the influence of female’s autoserum”, Medical Immunology 
(Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2021, Vol. 23, no. 1,  
pp. 143-148.  
doi: 10.15789/1563-0625-CIT-2013

DOI: 10.15789/1563-0625-CIT-2013

ИЗМЕНЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ HLA-DR НА СУБПОПУЛЯЦИЯХ 
ЛИМФОЦИТОВ СУПРУГОВ, ИМЕЮЩИХ ДЕТЕЙ СО 
СПОРАДИЧЕСКИМИ ВРОЖДЕННЫМИ ПОРОКАМИ 
СЕРДЦА БЕЗ ХРОМОСОМНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ, ПОД 
ВОЗДЕЙСТВИЕМ ЖЕНСКОЙ АУТОСЫВОРОТКИ
Шабалдин А.В.1, 2, Гривцова С.В.1, Деева Н.С.1, Шмулевич С.А.3, 
Цепокина А.В.1, Аникеенко А.А.3, Шабалдина Е.В.2, Вавин Г.В.4
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 
г. Кемерово, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный медицинский университет», г. Кемерово, Россия 
3 ГБУЗ «Кемеровский областной клинический кардиологический диспансер имени академика Л.С. Барбараша», 
г. Кемерово, Россия  
4 ГАУЗ «Кемеровская областная клиническая больница имени С.В. Беляева», г. Кемерово, Россия

Резюме. Целью настоящего исследования было изучение влияния женской аутосыворотки на 
экспрессию HLA-DR в различных субпопуляциях лимфоцитов супругов, имеющих детей со спора-
дическими врожденными пороками сердца без хромосомных заболеваний. В группу исследования 
включено 78 семейных пар, имеющих детей с врожденным порок сердца. Контрольная группа вклю-
чала в себя 35 семейных пар, имеющих здоровых детей. Иммунный ответ в смешанной культуре лим-
фоцитов (СКЛ) супругов оценивали по увеличению экспрессии HLA-DR в смешанной культуре по 
отношению к спонтанным культурам лимфоцитов. Первичная окраска женских и мужских лимфо-
цитов моноклональными антителами к CD45, конъюгированными с различными флуоресцентными 
красителями (PC-5 и PC-7), позволила оценить иммунный ответ женских лимфоцитов на мужские и 
наоборот. Активирующий эффект женской аутосыворотки на все субпопуляции женских лимфоци-
тов одновременно встречался значимо реже в основной группе, по отношению к контролю. В группе 
контроля доминировал положительный эффект женской аутосыворотки на экспрессию HLA-DR для 
всех женских субпопуляций лимфоцитов одновременно. Для всех женских лимфоцитов, имеющих на 
своей мембране молекулу HLA-DR, в основной группе значимо чаще встречался блокирующий эф-
фект женской аутосыворотки, по отношению к контролю. Таким образом, можно говорить о том, что 
эффект женской аутосыворотки проявляется по отношению к экспрессии HLA-DR на собственных 
лимфоцитах, но не на лимфоцитах супруга. 

Ключевые слова: врожденные пороки сердца, экспрессия HLA-DR, лимфоциты, женская аутосыворотка
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CHANGES IN THE EXPRESSION OF HLA-DR ON LYMPHOCYTE 
SUBPOPULATIONS OF SPOUSES HAVING CHILDREN WITH 
SPORADIC CONGENITAL HEART DEFECTS WITHOUT 
CHROMOSOMAL DISEASES, UNDER THE INFLUENCE OF 
FEMALE’S AUTOSERUM
Shabaldin A.V.a, b, Grivtsova S.V.a, Deeva N.S.a, Shmulevich S.A.c, 
Tsepokina A.V.a, Anikeenko A.A.c, Shabaldina E.V.b, Vavin G.V.d
a Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian Federation  
b Kemerovo State Medical University, Kemerovo, Russian Federation  
с Kemerovo L. Barbarash Regional Clinical Cardiology Dispensary, Kemerovo, Russian Federation  
d Kemerovo S. Belyaev Regional Clinical Hospital, Kemerovo, Russian Federation 

Abstract. This study is aimed to investigate the effect of female autoserum on the HLA-DR expression in 
various subpopulations of lymphocytes obtained from spouses with children with sporadic congenital heart 
defects without chromosomal diseases. 78 married couples with children with congenital heart disease were 
included in the study group. The control group was formed from 35 married couples with healthy children. 
The immune response in a mixed culture of lymphocytes of spouses was evaluated by an increased HLA-DR 
expression in a mixed culture in relation to spontaneous cultures of lymphocytes. Primary staining of female 
and male lymphocytes by monoclonal antibodies to CD45 conjugated with various fluorescent dyes (PC-5 and 
PC-7) was performed to assess the immune response of female lymphocytes to male ones and vice versa. The 
activating effect of female autoserum on all subpopulations of female lymphocytes simultaneously occurred 
significantly less frequently in the study group compared to the control. The control group was characterized by 
the domination of the positive effect of female autoserum on HLA-DR expression for all subpopulations of fe-
male lymphocyte. For all female lymphocytes having HLA-DR molecule on its membrane, the blocking effect 
of female autoserum in the study group was significantly more expressed in relation to the control group. Thus, 
the effect of female autoserum is manifested in relation to the HLA-DR expression on its own lymphocytes, 
but not on the lymphocytes of the spouse.

Keywords. congenital heart defects, HLA-DR expression, lymphocytes, female autoserum

Introduction
Congenital heart defects (CHD) are one of the 

most common fetal malformations worldwide. It is 
occurring in 4-50 cases per 1000 newborns. CHD 
etiology and pathogenesis are triggered by mutually 
influencing exo- and endogenous factors. The forma-
tion of CHD starts in the embryonic period from the 
second to the eighth week of gestation. During this 
period of ontogenesis, the maternal immune micro-
environment interacting with a semi-allogeneic em-
bryo resulting in activation of various subpopulations 
of female lymphocytes, which can activate or limit the 
immune inflammation at the mother-embryo system. 
Regulating humoral factors dissolved in the female’s 
autoserum additionally affect cellular interactions. 
Antibodies to native HLA-DR molecules presenting 
embryo alloantigens to T-lymphocytes with regula-
tory potential can be important humoral factors in 
female’s autoserum limiting immune inflammation 
in the mother embryo-system. These antibodies affect 
the limitation or activation of immune inflammation 

in the mother-embryo system through this mecha-
nism. Accordingly, the synthesis of pro-inflammatory 
cytokines by maternal immunocompetent cells will 
increase during decompensation of inflammation in 
the mother-embryo system. The proliferation and dif-
ferentiation of the cells of upcoming cardiovascular 
system may be impaired by pro-inflammatory cyto-
kines-activated pyroptosis. Finally, defects and abnor-
malities of the cardiovascular system can be formed. 
Since this stage of CHD pathogenesis is poorly stud-
ied, the aim of this research was to investigate the ef-
fect of female’s autoserum on HLA-DR expression 
in various subpopulations of lymphocytes of spouses 
having children with sporadic CHD without chromo-
somal diseases.

Materials and methods
In the main group parents (n = 78 married cou-

ples) who have children with sporadic CHD without 
chromosomal diseases were included. All children 
were treated in the Department of Pediatric Cardiol-
ogy, L. Barbarash Kemerovo Regional Clinical Car-
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diology Center (Kemerovo, Russia). The diagnosis of 
CHD was confirmed by echocardiography and medi-
cal records. CHD in children was represented by the 
following nosologies: atrial septal defect occurred (22 
children), interventricular septal defect (34 children), 
Fallot tetrad (6 children), pulmonary valve stenosis (5 
children), partial abnormal pulmonary venous drain-
age (4 children), aortic coarctation (3 children), hy-
poplasia aortic arches (2 children) and defect in the 
aorto-pulmonary septum (2 children). There was 
no family history of CHD in the main group. In the 
control group 35 married couples with two or more 
healthy children, no reproductive loss and children 
with CHD were included.

The influence of female’s autoserum on HLA- DR 
expression in various subpopulations of spouses’ lym-
phocytes was studied on female and male monocul-
tures. Lymphocytes were isolated from peripheral 
blood at a density gradient of 1.077 (Ficoll-1077, Dia-
M, Moscow, Russia). The obtained suspensions of fe-
male and male lymphocytes were washed twice with 
Hanks solution (Dia-M, Moscow, Russia). 1000 μL of 
Hanks solution was added to the tubes with female’s 
and male’s lymphocytes and they were centrifuged for 
10 min at 1500 rpm. Then supernatant was removed, 
female’s lymphocytes were incubated with monoclo-
nal antibodies conjugated with peridinin-chlorophyll 
7 (PC-7) fluorescent dye and male’s lymphocytes 
were incubated with peridinin-chlorophyll 5 (PC-5) 
(Biolegend, USA) for 15 min at room temperature 
in the dark. After incubation, the lymphocytes were 
washed from unbound antibodies with Hanks solu-
tion. The 2000 washed female’s and male’s lympho-
cytes were transferred into two plastic tubes for flow 
cytofluorimetry (Beckman Сoulter, USA) and 1 μl of 
complete medium RPMI-1640 with 15% fetal calf se-
rum (ETS, Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA), 
2 mM of L-glutamine (Panreac, Spain), 10 mM of 
Hepes buffer (Sigma, USA), 5 × 10-5 M of 2-mercap-
toethanol (Biochem, France) and 50 μg/mL genta-
micin solution sulfate (Vetinterpharm, Russia) were 
added into each tube. The first tubes with female’s 
and male’s lymphocytes were used as a control. In the 
second tubes with female’s and male’s lymphocytes, 
female autoserum was additionally added at the rate of 
20% per suspension volume. All tubes were placed in a 
CO2 incubator for 2 h at 37 °C. After the incubation, 
lymphocytes from each tube was washed by Hanks so-
lution according to the described above method fol-
lowed by staining of each monoculture both in com-
plete medium and in medium supplemented with 20% 
female autoserum using conjugated monoclonal anti-
bodies (fluoriscein isothiocyanate (FITC) with CD3 
and phycoerythrin (PE) with HLA-DR) (Biolegend, 
USA). 5 μL of each monoclonal antibody was added 
into all tubes. The volume of antibodies to the number 
of lymphocytes, the time and temperature of incuba-
tion were in accordance with the attached instructions 

for each conjugated monoclonal antibody. Incubation 
was carried out for 15 min at room temperature in the 
dark. Then, lymphocytes were washed with Hanks 
solution according to the described above method. 
300 μL per tube of OptiLyse solution (Beckman Coul-
ter, USA) was added to fix antibodies on lymphocytes 
in monocultures. The HLA-DR expression on various 
subpopulations of spouses lymphocytes and the effect 
of female’s autoserum on this process were evaluated 
using flow cytometry protocol. The protocol includ-
ed several sequential steps for each female and male 
monoculture incubated in complete medium and in 
medium supplemented with 20% female autoserum. 
The first stage was associated with the selection of the 
lymphocyte population in the first histogram accord-
ing to their size characteristics (forward (small angle) 
light scattering – forward scatter – FSL) and intracel-
lular density (lateral light scattering – side scatter – 
SSL). In the following stage, the lymphocyte pool was 
additionally clustered by the total leukocyte marker 
CD45 (for female monoculture  – CD45-PC7; for 
male monoculture  – CD45-PC5) and intracellular 
density (SSL). The third stage was the main one for 
this study. It is presenting how the isolated lympho-
cytes were analyzed by phenotypes: CD3+/HLADR+, 
CD3-/HLADR+, as well as CD45+/HLADR+. The 
analysis of these subpopulations was carried out in 
female and male monocultures both in the complete 
medium and in medium supplemented with 20% of 
female autoserum. In case of differential expression 
of HLA-DR on different subpopulations of female’s 
and male’s lymphocytes in complete medium and in a 
medium supplemented with female autoserum, its ef-
fect was determined. So, if the expression of HLA-DR 
on the corresponding subpopulation of lymphocytes 
in the environment with 20% female autoserum was 
lower than in complete medium, the effect of female 
autoserum was considered to be blocking. If the ex-
pression of HLA-DR on the corresponding subpopu-
lation of lymphocytes in an environment with 20% of 
female autoserum was higher than in complete medi-
um, the effect of female autoserum was considered to 
be activating. No differences in HLA-DR expression 
on the corresponding subpopulation of lymphocytes 
in the compared media was taken as the absent effect. 
Accordingly to these estimates, couples with differ-
ent types and combinations of the effects of female 
autoserum on the expression of HLA-DR in various 
subpopulations of female and male lymphocytes were 
identified in the main and control groups.

Statistical analysis of the obtained results was car-
ried out using the software package Statistica 10.0. 
Pairwise comparing the frequency of occurrence of 
various effects of female autoserum was performed 
using the non-parametric chi-square test calculat-
ing which the Yeats correction for the continuity of 
a small sample. For significant differences in indica-
tors when comparing them in pairs in the main and 
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control groups, the odds ratio (OR) was calculated. 
Results were considered significant with a confidence 
error of less than 5%.

Results
The study showed that the blocking, activating 

and absent effects on HLA-DR expression in various 
subpopulations of lymphocytes did not significantly 
differ between female and male monocultures. This 
has been demonstrated both for individual subpopu-
lations and for their combinations.

A comparative analysis of the combined effects of 
female autoserum with respect to HLA-DR expres-
sion for all subpopulations of female’s and male’s 
lymphocytes (Table 1) showed the only significant dif-
ference between the main and control groups. Thus, 
the activating effect of female autoserum on all sub-
populations of female’s lymphocytes was significantly 
less in the main group compared to the control. The 
control group was dominated by the positive effect of 
female autoserum on HLA-DR expression for all fe-
male lymphocyte subpopulations simultaneously.

An analysis of the effects of female autoserum 
on individual subpopulations of lymphocytes of fe-
male and male monocultures in the experimental 
and control groups is presented in table 2. According 
to Table 2, in the main group female autoserum sig-
nificantly more often exerted a blocking effect on the 
expression of HLA-DR in a subpopulation of female 
lymphocytes HLA-DR+/CD3- than in the control. 
In the control group for this subpopulation of female 
lymphocytes, the activating effect of female autose-
rum to HLA-DR expression was dominated.

Moreover, for all female’s lymphocytes that have 
an HLA-DR molecule on their membrane, the block-
ing effect of the female autoserum in relation to the 
control was significantly more common in the main 
group. The direct opposite was the control group, 
where the activating effect of female autoserum to 
HLA-DR expression on female lymphocytes was sig-
nificantly dominated. According to Tables 1 and 2, the 
main and control groups did not differ in the effect of 
female autoserum on the expression of HLA-DR on 
male lymphocytes.

Thus, we can say that the effect of female au-
toserum is manifested in relation to the expression 
of HLA- DR on own lymphocytes, but not on the 
spouse’s lymphocytes.

Discussion
The obtained effect of female autoserum on 

HLA- DR expression in female and male lympho-
cyte subpopulations can be interpreted from several 
positions. The blocking effect can be formed due to 
female antibodies against their own HLA-DR mol-
ecules. And although the presented approach to study 
the influence of female autoserum on HLA-DR ex-
pression is not a variant of the method for evaluating 
antibodies to HLA-DR using the crossmatch meth-
odology, it is still likely to identify antibodies to the 
HLA-DR molecule. Thus, antibodies dissolved in fe-
male autoserum could compete for HLA-DR with the 
corresponding monoclonal antibodies. Through this 
phenomenon a blocking effect could occur, because 
the number of HLA-DR+ cells in suspension with a 
medium supplied with 20% ​​female autoserum is de-

TABLE 1. COMPARATIVE ANALYSIS OF THE COMBINED EFFECTS OF FEMALE AUTOSERUM IN RELATION TO HLA-DR 
EXPRESSION FOR ALL SUBPOPULATIONS OF FEMALE’S AND MALE’S LYMPHOCYTES IN THE COMPARED GROUPS 
(DATA ARE PRESENTED IN ABSOLUTE VALUES)

Effects

Case
n = 78

Control
n = 32 Chi square 

(OR; p)Presence of 
effect

Lack of 
effect

Presence of 
effect

Lack of 
effect

Blocking effect on all lymphocyte 
subpopulations in female and male 
monocultures

5 73 4 28 p > 0.05

Activating effect on all lymphocyte 
subpopulations in female and male 
monocultures

5 73 5 27 p > 0.05

Blocking effect on female’s 
lymphocyte subpopulations 15 63 7 25 p > 0.05

Blocking effect on male’s lymphocyte 
subpopulations 23 55 8 24 p > 0.05

Activating effect on female’s 
lymphocyte subpopulations 8 70 11 21

10.05 
(OR = 0.23; 

p < 0.01)
Activating effect on male’s 
lymphocyte subpopulations 23 55 10 22 p > 0.05
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creased. If the alleged antibodies to HLA- DR were no 
contained in the female autoserum, then we suppose 
no effect on the subpopulations of lymphocytes. On 
the other hand, further study of the positive effect of 
female autoserum on the expression of HLA-DR on 
female’s lymphocytes is needed. As can be seen from 
the presented methodology, the activating effect of 
female autoserum can be detected during 2 hours of 
incubation at 37°C. In addition, this effect was domi-
nant for female’s lymphocytes in the control group. 
Short-term changes in the expression of HLA-DR on 
the membrane of lymphocytes can be attributed to 
the known functional rearrangements of the receptor 
apparatus under the influence of new environmental 
factors resulting to the formation of small receptor 
clusters. In female autoserum, there can be both dis-
solved ligands that induce cross-linking of receptors 
and regulatory molecules that have an activating ef-
fect on the short-term reorganization of membrane 
HLA- DR. It should be additionally noted that the 
activating effect of female autoserum to HLA-DR ex-
pression on subpopulation lymphocytes was positively 
associated only with lymphocytes of women who un-
derwent all pregnancies and gave birth to two or more 
healthy children. This autocrine effect by female au-
toserum factors is aimed, on the one hand, to increase 
the expression of the HLA-DR molecule on the main 
subpopulation of HLA-DR+ lymphocytes, and, on 
the other, to effective early ontogenesis with inhibi-
tion of teratogenesis in the cardiovascular system.

Returning to the problem of positive association of 
the blocking effect of female autoserum to HLA- DR 
expression on subpopulations of female’s lympho-
cytes with the formation of sporadic CHD in children 
without chromosomal diseases, one suggestion can be 
made. We suggested that the blocking effect is asso-

ciated with antibodies in the blood serum of women 
and directed against their own HLA-DR membrane 
molecules. The fact that the detected blocking activity 
was maximally manifested on the HLA-DR+/CD3- 
subpopulation, but not on the HLA- DR+/CD3+ sub-
population, only indicates that the last subpopulation 
was insignificant and the level of HLA-DR expres-
sion on T-lymphocytes was initially low. Accepting 
this position, we can talk that women having children 
with sporadic CHD without chromosomal diseases 
have increased autoimmune regulation of HLA-DR 
restriction of alloantigens, including spousal origin. 
This immune mechanism may limit the regulatory po-
tential of female T-lymphocytes during pregnancy. As 
mentioned above, early pregnancy is associated with 
immune interactions in the mother-embryo system 
resulting in the balance between compensation and 
decompensation of local immune inflammation with 
a predominance of pro-inflammatory interleukins in 
the blood serum of pregnant women. Female auto-
antibodies to HLA- DR may be additional humoral 
factors, leading to a breakdown in local inflammation 
compensation in the mother-embryo system. The in-
flammatory process is accompanied by a high level of 
synthesis of pro-inflammatory cytokines. The action 
of these molecules will also extend to the embryo with 
the induction of pyroptosis in the dividing cells of the 
forming cardiovascular system. It is mechanism that 
can cause the formation of a malformation in the em-
bryo in the heart and/or in the great vessels.

Thus, the study showed a positive association of 
the effect of the blocking of female autoserum factors 
by the expression of HLA-DR on female lymphocytes 
HLA-DR+/CD3- (OR = 2.42) and HLA DR+/CD45+ 
(OR  =  3.25) with a risk of sporadic CHD without 
chromosomal diseases in the next generation.

TABLE 2. COMPARATIVE ANALYSIS OF THE EFFECTS OF FEMALE AUTOSERUM IN RELATION TO HLA-DR EXPRESSION 
FOR INDIVIDUAL SUBPOPULATIONS OF FEMALE’S AND MALE’S LYMPHOCYTES IN THE COMPARED GROUPS (DATA ARE 
PRESENTED IN ABSOLUTE VALUES)

Lymphocyte 
subpopulations

Case
n = 78

Control
n = 32 1.1

Chi square 
(OR; p)

2.2
Chi square 

(OR; p)

3.3
Chi square 

(OR; p)1. 
BE

2. 
NE

3. 
AE

1. 
BE

2. 
NE

3. 
AE

HLA DR+/CD3+, female 34 3 41 14 2 16 p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05

HLA DR+/CD3-, female 49 2 27 13 0 19
4.76 

(OR = 2.42; 
p < 0.05)

p > 0.05
6.01 

(OR = 0.37; 
p < 0.05)

HLA DR+/CD45+, female 52 0 26 12 0 20
8.31 

(OR = 3.25; 
p < 0.01)

p > 0.05
8.31 

(OR = 0.31; 
p < 0.01)

HLA DR+/CD3+, male 35 2 41 14 0 18 p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05
HLA DR+/CD3-, male 42 2 34 16 1 15 p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05
HLA DR+/CD45+, male 42 1 35 13 0 19 p > 0.05 p > 0.05 p > 0.05

Note. BE, blocking effect; NE, no effect; AE, activating effect.
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ПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ CD4+5RA/CD4+5RO 
ПОЗИТИВНЫХ T-ЛИМФОЦИТОВ И ЦИТОКИНОВЫЙ 
ПРОФИЛЬ У ДЕТЕЙ С АЛЛЕРГИЧЕСКИМИ 
РЕСПИРАТОРНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ 
Турянская А.И., Плехова Н.Г., Сабыныч В.А., Просекова Е.В.
ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Владивосток, Россия

Резюме. Изменения Т-клеточных популяций, ответственных за хроническое течение аллергиче-
ского воспаления и заболеваний, в том числе бронхиальной астмы, пока еще недостаточно изуче-
ны. Целью этого исследования было выявление фенотипических изменений в популяциях CD45RA/
CD45RO позитивных Т-лимфоцитах и уровней регуляторных цитокинов (TNFα, IFNγ, IL-4, IL-6, 
IL- 8, IL-10, IL-13, IL-17А, IL-17F) при аллергических респираторных заболеваниях (АЗ) у детей. 
В образцах крови у 90 детей в возрасте от 3 до 11 лет (60 больных с АЗ и 30 здоровых ровесников) 
исследовали иммунные клеточные популяции и показатели цитокинов. Уровни IL-4, IL-8, IL-10, 
IL-13, IL-17A и IL-17F в сыворотке крови детей с бронхиальной астмой и аллергическим рини-
том отличались от соответствующих показателей в контрольной группе (p  =  0,001). Содержание 
CD3+CD8+CD45RACD45RO+ клеток, T-хелперов (p < 0,05) и Th-эффекторов, одновременно экспрес-
сирующих обе изоформы CD45RA+ и CD45RO рецептора в периферической крови детей с АЗ, значи-
тельно превышало таковые показатели в контрольной группе (p < 0,001). У здоровых детей популяция 
Th17 (лимфоциты фенотипа CD3+CD4+CD196) составляла 9,49±1,6% CD3+CD4+ клеток; число таких 
лимфоцитов значительно повышалось (до 14,5±0,77%) у детей с АЗ (p < 0,001). Абсолютное содержа-
ние Th17+ клеток составляло 93,0±9,30 и 127,0±72,0 клеток/мкл соответственно (p = 0,002). Показа-
тели CD4CD45RO позитивных клеток памяти у детей с АЗ оказалось значительно ниже (p < 0,001), 
тогда как количество CD3+CD19+ клеток было повышенным по сравнению со здоровыми ровесни-
ками (p < 0,05). Абсолютное содержание этих клеток не различалось между этими группами. Чис-
ло CD8+CD45RO+T-лимфоцитов было значительно выше у детей с аллергическими заболеваниями 
(p < 0,025). Данное исследование показывает, что количественное соотношение CD3+CD8+CD45RA+ 
и CD3+CD8+CD45RO+Т-клеточных популяций, а также повышение уровней цитокинов, синтезируе
мых по Th2-, Th17-пути, в периферической крови может быть полезным для понимания генеза ре-
спираторных аллергий, и эти данные расширяют наше знание об иммунных механизмах аллергиче-
ских расстройств с целью индивидуализации терапевтических программ.

Ключевые слова: T-лимфоциты, T-хелперы, цитокины, аллергический ринит, атопическая бронхиальная астма, дети
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POPULATIONAL COMPOSITION OF CD4+5RA/CD4+5RO 
POSITIVE T LYMPHOCYTES AND CYTOKINE PROFILE IN 
CHILDREN WITH ALLERGIC RESPIRATORY DISEASES
Turyanskaya A.I., Plekhova N.G., Sabynych V.A., Prosekova E.V.
Pacific State Medical University, Vladivostok, Russian Federation

Abstract. The changing states of T cell populations responsible for the chronic course of allergic inflam-
mation and diseases, including allergic bronchial asthma, are not yet sufficiently characterized. The aim of 
this study was to detect phenotypic changes in the CD45RA/CD45RO positive T lymphocytes and the level of 
regulatory cytokines (TNFα, IFNγ, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17А, IL-17F) in allergic respiratory 
diseases (ARD) in children. In blood of 90 children aged 3-11 (60 children with ARD and 30 healthy peers) 
were studied of the immune cellular populations and cytokine indices. 

The levels of IL-4, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17A and IL-17F in blood serum of children with bronchial 
asthma and allergic rhinitis differed from appropriate indices in control group (p = 0.001). The quantity of 
CD3+CD8+CD45RACD45RO+ cells, T helpers (p < 0.05) and Th effectors simultaneously expressing both iso-
forms of the CD45RA+ and CD45RO receptor in peripheral blood of children with ARD significantly exceeded 
those in control group (p < 0.001). In healthy children, Th17 population (CD3+CD4+CD196 lymphocytes) 
comprised 9.49±1.6% of CD3+CD4+ of cells, the number of such lymphocytes was significantly increased to 
14.5±0.77 in children with allergic diseases (p < 0.001). Absolute numbers of Th17+ cells were 93.0±9.30 and 
127,0±72.0 cells/μl respectively (p = 0.002). Indicators of CD4CD45RO positive memory cells in children with 
ARD was determined as significantly lower (p < 0.001), whereas quantity of CD3+CD19+ proved to be higher 
(p < 0.05) than in healthy peers. Absolute counts of these cells did not differ between the groups. The number 
of CD8+CD45RO+T lymphocytes was significantly higher in children with allergic diseases (p < 0.025). This 
research shows that the quantitative ratio of CD3+CD8+CD45RA+ and CD3+CD8+CD45RO+ populations of 
T cells, and increased levels of cytokines, synthesizable via Th2 and Th17, in peripheral blood may be helpful 
for understanding genesis of allergic respiratory diseases, and extends our knowledge on immune mechanisms 
of allergic disorders for individualization of therapeutic programs.

Keywords: T lymphocytes, T helpers, cytokine, allergic rhinitis, atopic bronchial asthma, children

Introduction
In case of allergic diseases, imbalance in regula-

tion of immune response to antigen is accompa-
nied by decrease of suppressive activity of regulatory 
T  cells, production of specific immunoglobulin an-
tibodies IgE or implementation of delayed-type hy-
persensitivity reaction and allergic inflammation. The 
role of activated CD4+T cells of memory as the main 
producer of cytokines of activated T helpers of type 2 
(Th2) in allergic bronchial asthma and a number of 
other atopic diseases has been proven. Cytokines of 
Th2 profile – IL-4 and IL-13 interact with resident 
cells of pulmonary tract, including epithelium, myo-
fibroblasts and smooth muscle cells, as a consequence 
affects pathophysiological features of implementation 
of inflammation in bronchial asthma [3, 15]. Original-
ly was considered that the specified Th2 cytokine gen-
erally were produced by CD3+CD4+T cells, the ability 
to synthesize them and CD3+CD8+T cells is currently 
shown, were found allergen  – specific CD3+CD8+ 

of the T  cell [7]. Suggested, that an increase in the 
number of activated T  cells of memory (CD54RO/
CD25) in the lungs or peripheral blood indicated 
chronic inflammation in asthma. CD3+CD4+ popu-
lations (Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, Treg and Tfh), 
CD3+CD8+ of memory and effector subpopulations 
differ on extracellular (CD25, CD45RO, CD45RA, 
CCR-7, L- Selectin [CD62L], etc.) and intracellular 
to markers (FOXP3), epigenetic and genetic programs 
and metabolic ways (catabolic or anabolic) that de-
fines their pathogenic value in development of allergic 
inflammation.

Differentiation of naive T  cells into functionally 
complete effectors is accompanied by acquisition of 
a characteristic cytokine profile, which, as a result, 
determines their functional activity. Thus, subpopu-
lations CD4+T lymphocytes  – T helpers (Th) are 
responsible for the formation of cell-mediated and 
acquired types of immune response and these cells 
are phenotypically highly heterogenic. Under the 
influence of the various cytokine produced by CD3+ 
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CD4+ lymphocytes various subpopulations of T help-
ers (Th) are formed: Th1 are the cells synthesizing in-
terferon – gamma (IFNγ), Th2 – the producing IL- 4, 
IL-5 and IL-13, regulatory T  cells, Treg capable to 
synthesis of TGF-β and expression of a transcription 
factor of FoxP3 [12, 15]. Antigen expressed T cells by 
phenotypic characteristics are divided into popula-
tions of effector and T cells of memory, the latest are 
divided into T cells with effector memory by expres-
sion of CCR7 receptor (Tem) and central memory of 
CCR7 (Tcm) [6]. It has been previously reported that 
memory T  cells are associated with chronic inflam-
matory diseases [8]. However, specific subpopulations 
of human memory T cells, which are responsible for 
the chronic course of allergic inflammation and dis-
eases, including allergic bronchial asthma, are not yet 
sufficiently characterized. 

Correlation of plasticity of T subpopulations and 
possibility of cell transition from one population 
to another depending on microenvironment, type 
of obtained cytokine signals and other factors are 
shown [9]. Development of inflammatory process in 
respiratory tract in case of allergic diseases is accom-
panied by participation of different populations of 
immunocompetent cells and mediators of inflamma-
tion. Among pathogenetic mechanisms of bronchial 
hyperreactivity the dysregulation of the immune an-
swer with changes of activity and a ratio of subpopu-
lations of Th1, Th2, Th9 and Treg is noted. Locally, 
numerous extracellular messengers are contained in 
the focus of allergic inflammation in addition to ac-
tivated immune cells, which act as the main initiators 
of T helper cell plasticity. Polarization of cells of Th2 
in Th0 is initiated by IL-4 and the main effector cyto-
kine of Th2 of cells IL-4, IL-5 and IL-13. Th17 after 
stimulation of TGF, IL-6 and IL-21 produce IL-17A, 
IL-17F, IL-22 and IL-26 and also IL-6 and IL-21 as 
positive loopback cytokine with feedback [13, 15].

The aim of the study is to detect phenotypic changes 
in the CD45RA/CD45RO of positive T lymphocytes 
and the level of regulatory cytokines (TNFα, IFNγ, 
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17А, IL-17F) in 
allergic respiratory diseases in children.

Materials and methods
The study included 90 children aged 3-11, among 

them 60 children with a verified diagnosis of aller-
gen-induced bronchial asthma phenotype with mild 
(11.67%) and moderate severity (88.33%) clinical 
course of disease (44 (73.33%) bronchial asthma chil-
dren combined with allergic rhinitis) and 30 healthy 
peers who made up the comparison (control) group. 
All children were observed in RSBHI “Vladivostok 
Clinical and Diagnostic Center”. Verification of the 
disease phenotype was carried out in accordance 

with the recommendations of the international con-
ciliation documents PRACTICAL (2008), European 
Academy of Allergy and Clinical Immunology and 
the American Academy of Allergy, Global Strategy 
for Asthma Management and Prevention (2018) and 
ARIA (2016). The criteria for exclusion from the 
study were up to 3 years of age and older than 11 years, 
virus-induced phenotype, severe course of bronchial 
asthma and use of immunocorrective drugs in the 
previous six months. The design of the study was ap-
proved by the Interdisciplinary Ethics Committee of 
Pacific State Medical University 23.06.2014, Protocol 
No. 7.

Immunophenotyping of the cells was carried out 
using human-specific mouse monoclonal antibod-
ies conjugated with FITC, phycoerythrin (PE), al-
lophycocyanin (APC) and VioBlue (Miltenyi Biotec 
GmbH, Germany). Immunological study included 
determination of T lymphocyte (CD3+) popula-
tions, T helpers (CD3+CD4+), cytotoxic T  cells 
(CD3+CD8+), B lymphocytes (CD19+)As well as 
determining the expression of the differentiation an-
tigen CD45 with the RA and RO isoforms (Clone 
T6D11 and REA611 respectively, Miltenyi Biotec 
GmbH, Germany) on subpopulations of naive T lym-
phocytes (CD3+CD4+CD45RA+), “terminally dif-
ferentiated” CD45RO – positive Th-cells memories 
(CD3+CD4+CD45RA CD45RO+) and also the bear-
ing two isoforms a double – positive transitional Th-
cells (CD3+CD4+CD45RA CD45RO+). Th17 cells 
were identified as CD3+CD4+ positive events with 
an additional signal for receptor expression to Th17 
cell-specific chemokine CCR6 (CD196 (CCR6) 
-APC clone REA277; Miltenyi Biotec GmbH, Ger-
many). For determination of intracellular content of 
cytokine of IL-17 used monoclonal antibodies against 
IL-17A (REA1063 clone), marked PE-Vio770, iso-
typic control of an antibody against REA (Miltenyi 
Biotec GmbH, Germany). Lymphocyte subpopula-
tion was determined by multicolor flow cytometry 
using MACSQuant TM Analyzer 10 (Miltenyi Biotec 
GmbH, Germany). The data were analyzed by gain-
ing at least 30,000 leukocytes in the sample. The pop-
ulation of CD3+ PE-labeled lymphocytes was gated 
using fluorescent channel (FL3) and lateral light scat-
tering parameter (SSC). Respectively, two-parame-
ter a pillbox rafts CD3+CD4+CD45RA+CD4+5RO+ 
(Th eff), CD3+CD4+CD196+ (Th17 CD196+) and 
CD3+CD4+IL-17A+ (Th IL-17A) were created for 
assessment of percentage of CD3+CD4+CD45RA+ 
(Th naive), CD3+CD4+CD45RA CD45RO+ (Th em, 
effector T cells of memory) [5]. 

Concentration of interleukins (TNFα, IFNγ, 
IL- 4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F) and 
IgE in serum of blood determined by method of the 
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solid-phase enzyme immunodetection with use of 
sets of reactants according to the enclosed instruction 
(interleukins in pg/ml, reactants of eBiociens, Bend-
er Medsystems GmbH, Austria, IgE in IU/ml, LLC  
Alcor Company of Biot, St. Petersburg).

For statistical processing of digital data used meth-
ods parametrical (at normal distribution of indica-
tors and coefficient of a variation of CV ≤ 30%) and 
nonparametric (at distribution, other than normal, 
and coefficient of a variation of CV > 30%) statistics 
with use of the Statistica 10 program. The arithmetic 
mean (M), median (Me), quadratic mean deviation 
([alpha]), arithmetic mean error (± m), upper and 
lower quartile (Q0.25-Q0.75), confidence interval (CI), 
index validity factor (t) and differences (t and p) were 
counted. Correlation analysis techniques were used in 
calculating the Spirman rank correlation coefficient 
with checking the normality of the characteristic value 
distribution (Shapiro–Wilk). The scope of the studies 
carried out and the use of the corresponding statistical 
methods allowed to estimate the results with reliability 
and critical level of significance p < 0.05.

Results and discussion
In children with allergic respiratory diseases com-

pared to healthy peers, there was an increase in the 
specific weight and absolute amount of eosinophils in 
peripheral blood (p < 0.01) and serum total IgE con-
tent (318, 20±25.23 IU/ml (CI 306.69-443.89 IU/ ml 
and 51, 80±14.19 IU/ml (CI 25.95-79.96 IU/ml re-
spectively p < 0.01). At bronchial asthma and allergic 
rhinitis at children indicators of IL-4, IL-8, IL-10, 
IL-13, IL-17A and IL-17F in serum of blood dif-
fered with indicators of group of control (Figure 1). 
The serum IL-17А content of children with allergic 
diseases ranged from 89.8 to 365.5 pg/ ml (123.7 [107-
139]) and was significantly higher (p = 0.0001) in the 
group of healthy children (from 23.8 to 97.9  pg/ ml 
(68.7 [47.4-83.3]), Figure 1G). Serum IL-17F levels 
in children with allergic diseases ranged from 19.2 to 
76.0 pg/ml (28.6 [25.2- 36.5]) and did not differ signif-
icantly with those of healthy peers (21.6-76.0 pg/ ml 
(27.7 [25.3-35.0]). In the isolated course of bronchial 
asthma and in combination with allergic rhinitis, an 
increase in the concentration of interleukins 4,8,13 

Figure 1. Cytokine content in the blood serum of children with allergic respiratory diseases and healthy peers
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and 17А was detected with a decrease in the produc-
tion of interferon gamma without significant differ-
ences depending on the prevalence of allergic inflam-
mation. At healthy children indicators of interleukins 
in serum of blood varied in the range from several units 
of (IL- 4, IL- 8, IL-13) up to several tens (IL- 17A, 
IL- 17F, IFNγ) picograms in a milliliter with the con-
fidential intervals (CI) of IL-4  – 1.44- 1.54  pg/ ml; 
IL-8  – 2.41-3.18  pg/ ml; IL-13  – 4.34-5.78 pg/ml; 
IL-17А – 21.78-25.69 pg/ml; IL-17F – 24.51-26.89 
pg/ml; IFNγ – 28.62-30.58 pg/ml. At children with 
allergic diseases straight lines of weak force of cor-
relation between indicators of IL-17A and IL-17F, 
IL-13 and IL-4 and the return orientation of inter-
relation are noted IL-8 with IL-17A and IFNγ, IL-13 
with IL- 17F and IFNγ are revealed between IL-4 with 
IL-8 and IL-17F, at reliability of negative correlation 
of indicators of IL- 17F with IL-4 and IFNγ.

The primary contact of naive T cells with the anti-
gen is accompanied by their clonal expansion and dif-
ferentiation into different subpopulations of effector 
cells. Phenotypical sign of a differentiation of naive 
T  lymphocytes is the expression on a CD45RO iso-
form surface instead of the CD45RA isoform [4, 11]. 
The cytometric analysis at healthy and children with 
allergic diseases of respiratory organs did not reveal 
statistically significant differences in the percentage 
of populations of CD3+, CD8+, CD8+CD45RA and 
CD4+CD45RA CD45RO- (Figure 2). The specific 
gravity and absolute number of CD3+CD8+CD45RA-

CD45RO+ cells in the peripheral blood of children 
with allergic diseases significantly (p  <  0.001) ex-
ceeded those in the control group (Figure 2B). De-
crease in percent of CD3CD45RA of positive cells 
and CD3CD45RO indicates increase in a pool of the 
differentiated cells which are not bearing an isoforms 

Figure 2. Structural-quantitative characterization of lymphocyte and T cell subpopulations in peripheral blood of children 
with allergic diseases of respiratory organs and healthy peers
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of a receptor of CD45RO and CD45RA on the sur-
face. In children in allergic bronchial asthma, in com-
bination with allergic asthma, there was a tendency 
to increase the differentiated population of CD3CD4 
positive T  helpers (p  <  0.05) and to increase the 
amount of Th effector type expressing both isoforms 
of the CD4+5RA and CD45RO receptor at one time 
(p < 0.01). The specific weight in children with allergic 
respiratory diseases CD4CD45RO positive memory 
cells was determined significantly lower (p  <  0.001) 
and CD3+CD19+ higher (p  <  0.05) than in healthy 
peers. The absolute number of these cells did not dif-
fer between groups. The number of CD8+CD45RO+T 
lymphocytes was significantly higher in children with 
allergic diseases (p < 0.025) (Figure 2B).

CD196 selectively binds chemokine MIP-3α/
CCL20, which is secreted by many cells and tissues 
of the body. When interacting with chemokines, che-
motactic activity of immature memory T  cells and 
conversion to Th17 are induced [15]. The cytomet-
ric analysis showed that at healthy children Th17 
population (CD3+CD4+CD196 lymphocytes) made 
9.49±1.6% of CD3+CD4+ of cells (Figure 2B), the 
number of such lymphocytes was significantly in-
creased to 14,5±0.77 in children with allergic diseases 
(p < 0.001). Absolute numbers of Th17 were 93,0±9.30 
and 127, 0±72.0 kl/μl respectively (p = 0.002). Cor-
relation analysis showed no significant dependence on 
age and period of disease (r2 = 0.12, p = 0.21 control 
group and r2 = 0.06, p = 0.25 children with allergic 
diseases). When the age adjustment was taken into ac-
count, the frequency of difference in Th17 between 
the two groups was 0.013. Similar data were obtained 
from the cell population of the production-positive 
IL-17A Th17. In group of control the percent of pop-
ulation of IL-17A of positive cells made 0.53±0.08% 
of CD3+CD4+ of lymphocytes, at children with bron-
chial asthma and allergic renitis made 2.38±0.70% 
(p < 0.001).

The peripheral blood of patients with bronchial 
asthma shows an imbalance in the quantitative ratio 
of T cells, more pronounced when the disease is exac-
erbated by allergen exposure. In this study, in children 
with allergic respiratory diseases compared to healthy 
peers, there were no differences in the percentage and 
quantity of CD3 and CD8 positive T  cells, with an 
increase in specific gravity and absolute number of T 
helper population, which is consistent with the data of 
other authors [3].

At patients with allergic diseases showed a change 
in the subpopulations of memory T  cells CD4+ and 
CD8+ positive T  lymphocytes, the percentage of 
CD4+CD45RO+ cells was significantly lower than 
in healthy individuals, with no difference between 
absolute values. The decrease in specific gravity 

CD4+CD45RO+T cells is likely due to the withdrawal 
of this population from peripheral blood to the site of 
inflammation. This assumption is supported by evi-
dence of decreased CD45RO receptor expression on 
sputum T cells in patients with bronchial asthma asso-
ciated with oral glucocorticoid administration [8, 10]. 
In the real research the correlation between weight of 
a course of a disease and degree of an expression of a 
marker of cells of memory (CD45RO) on CD4+T cells 
is not revealed, at higher percent of CD4+CD45RO+ 
of T cells of children with an allergopathology. The in-
crease in the number of CD8CD45RO positive T cells 
found in allergic diseases illustrates the involvement of 
these cells in immune mechanisms of allergic inflam-
mation. They are able to secrete profile Th2 cytokines, 
including IL-4, IL-5 and IL-13. Indicate the relation-
ship of the number of CD8+T  cells in the bronchial 
biopsy in asthma to the decrease in lung function [14]. 

Maturing T  cells are known to change the set of 
chemokine receptors and adhesion molecules de-
pending on extracellular signals, which determines 
their movement to the zone of performance of spe-
cific effector functions. In allergic bronchial asthma, 
CCR6 expression plays an important role in regulat-
ing the recruitment of effector T cells in tissue [3]. In 
bronchial tubes at bronchial asthma of Th17 lympho-
cytes influence products of a mucin and a hyperpla-
sia of goblet cell, by synthesis of cytokine of IL- 17A. 
IL- 17F together with IL- 17А causes chemokine 
production, affects mRNA transcription and protein 
translation [1, 2]. In the conducted research at chil-
dren with allergic diseases of respiratory organs the 
imbalance in subpopulation structure T  helper due 
to prevalence of Th2 and Th17, activation of synthe-
sis of IL-17A, IL-4, IL-8, IL-13, the low IFNγ level, 
changes of force and orientation of interrelations of 
a cytokine profile and range T subpopulations is re-
vealed. 

Conclusion
At allergic diseases of respiratory organs at chil-

dren tension of T  cellular immunity, decrease in 
maintenance of T  cells of memory and increase in 
quantity of Th2 and Th17, reduction of long-living 
population of CD3+CD4+CD45RA+CD45RO+ (Th 
eff) is defined. This research illustrates that the quan-
titative ratio of populations of CD3+CD8+CD45RA+ 
and CD3+CD8+CD45RO+ of T  cells and increase 
in level of cytokine, synthesizable Th2 and Th17, in 
peripheral blood informatively at realization of al-
lergic diseases of respiratory organs and supplements 
knowledge of immune mechanisms of pathogenesis of 
allergic diseases for individualization of programs of 
therapy.
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СОСТАВ ПОЛИНЕНАСЫЩЕННЫХ ЖИРНЫХ КИСЛОТ 
МЕМБРАН ЛЕЙКОЦИТОВ У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКОЙ 
ОБСТРУКТИВНОЙ БОЛЕЗНЬЮ ЛЕГКИХ
Денисенко Ю.К., Новгородцева Т.П., Кнышова В.В., Антонюк М.В.
Научно-исследовательский институт медицинской климатологии и восстановительного лечения –
Владивостокский филиал ФГБНУ «Дальневосточный научный центр физиологии и патологии дыхания», 
г. Владивосток, Россия

Резюме. Цель исследования  – анализ состава n-3 и n-6 полиненасыщенных жирных кислот 
(ПНЖК) цитомембран лейкоцитов крови при хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ) 
легкой и средней степени тяжести; установление роли нарушения состава ПНЖК в мембране клеток 
иммунной системы в прогрессировании ХОБЛ. В исследовании приняли участие 110 пациентов с 
легкой (60 человек) и средней степенью тяжести ХОБЛ (50 человек) (средний возраст 57,5±4,8 лет). 
Диагноз ХОБЛ выставлен в соответствии с Глобальной инициативой по хронической обструктивной 
болезни легких (GOLD-2017). Контрольную группу составили 32 практически здоровых некурящих 
добровольца с нормальной функцией легких (средний возраст 42,0±3,4 лет). Иммунологическое ис-
следование включало проточно-цитометрическое определение субпопуляций иммунных клеток кро-
ви (Т-лимфоцитов (CD3+), Т-хелперных клеток (CD4+), цитотоксических Т-лимфоцитов (CD8+) и 
В-клеток (CD19+) (Becton Dickinson, США). Лейкоциты периферической крови выделялись на гра-
диенте фиколл-верографина. Липиды из мембран лейкоцитов экстрагировались смесью хлороформ–
метанол, 1:2 (по объему). Метиловые эфиры жирных кислот мембран лейкоцитов анализировали 
с помощью газожидкостной хроматографии “Shimadzu GC-2010” (Япония). При анализе профиля 
полиненасыщенных жирных кислот лейкоцитарных мембран у больных ХОБЛ выявлена низкая 
концентрация эссенциальной линолевой кислоты (18:2n-6) независимо от тяжести заболевания. Со-
держание длинноцепочечных n-6 ПНЖК, таких как дигомо-γ-линоленовой кислоты (20:3n- 6), ара-
хидоновой кислоты (20:4n-6) и докозатетраеновой кислоты (22:4n-6) были повышены у пациентов с 
ХОБЛ по сравнению с контрольной группой. Концентрация описанных выше n-6 ПНЖК в лейко-
цитарных мембранах была увеличена у пациентов с ХОБЛ средней степени тяжести по сравнению с 
пациентами с легкой формой ХОБЛ. Выявлен значительный дефицит физиологически важной n-3 
ПНЖК  – эйкозапентаеновой кислоты (20:5n-3) в лейкоцитарной мембране у пациентов с ХОБЛ. 
В свою очередь низкий уровень докозагексаеновой кислоты (22:6n-3) является результатом дефицита 
его предшественника – 20:5n-3. Результаты исследования указывают на изменение состава n-3 и n-6 
ПНЖК лейкоцитарных мембран крови у пациентов с ХОБЛ. Показано, что нарушение состава по-
линенасыщенных жирных кислот мембран лейкоцитов возникает уже на ранней стадии заболевания. 
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Следовательно, дисбаланс в составе жирных кислот лейкоцитов вносит значительный вклад в разви-
тие и прогрессирование ХОБЛ.

Ключевые слова: жирные кислоты, полиненасыщенные жирные кислоты, лейкоциты, клеточная мембрана, хроническое 
воспаление, ХОБЛ

POLYUNSATURATED FATTY ACID STATUS OF LEUKOCYTE 
MEMBRANES IN COPD PATIENTS
Denisenko Yu.K., Novgorodtseva T.P., Knyshova V.V., Antonyuk M.V. 
Institute of Medical Climatology and Rehabilitative Treatment, Vladivostok Branch of Far Eastern Scientific Center of 
Physiology and Pathology of Respiration, Vladivostok, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to analyze n-3 and n-6 polyunsaturated fatty acid (PUFA) profile of 
blood leukocyte cytomembranes in mild and moderate COPD, and to establish possible role of these fatty acids 
in COPD progression. The study involved 110 patients with mild disease (n = 60) and moderate COPD (50 pa-
tients), at average age of 57.5±4.8 years old. The control group consisted of 32 practically healthy non-smoking 
people with normal pulmonary function (average age 42.0±3.4 years). The immunological study included flow 
cytometric determination of blood immune cell subpopulations, i.e., T lymphocytes (CD3+), T helper cells 
(CD4+), cytotoxic T  lymphocytes (CD8+), and B cells (CD19+) using Becton Dickinson machine (USA). 
Fatty acid methyl esters redissolved in hexane were analyzed using “Shimadzu GC-2010” gas-liquid chromato-
graphic system (Japan). Analysis of the polyunsaturated fatty acid profile of leukocyte membranes in COPD 
patients revealed a reduced concentration of essential linoleic acid (18:2n-6) regardless of the disease severity. 
The leukocyte membrane levels of the long-chain n-6 PUFAs, such as dihomo-γ-linolenic acid (20:3n-6), ara-
chidonic acid (20:4n-6), and docosatetraenoic acid (22:4n-6), were elevated in patients with COPD compared 
with the control group. However, the concentration of the described above n-6 PUFAs in leukocyte membranes 
was increased in patients with moderate COPD compared to the patients with mild COPD. The significant 
deficiency of a physiologically important n-3 PUFA, eicosapentaenoic acid (20:5n- 3), in leukocyte mem-
branes in the COPD patients was revealed. In turn, the low level of 20:5n-3 could result from the deficiency of 
its precursor, docosahexaenoic acid (22:6n-3). The results of the study indicate the modification in the PUFA 
composition of blood leukocyte membranes in the patients with COPD. It was shown that altered composition 
of long-chain fatty acid of leukocyte membranes emerges already at the early stage of the disease. Therefore, 
the imbalance in fatty acids composition of leukocytes makes a significant contribution to the development and 
the progression of COPD. 

Keywords: fatty acids, polyunsaturated fatty acids, leukocytes, cell membrane, chronic inflammation, COPD

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) 
is a steadily progressive disease characterized by in-
flammation of the lower respiratory tract and bron-
chial obstruction (edema). COPD refers to a common 
respiratory pathology that causes a disability [7]. The 
chronic airway inflammatory process maintained by 
systemic inflammation underlies COPD pathoge
nesis [3]. The cellular and molecular mechanisms of 
chronic systemic inflammation in COPD involve all 
aspects of structural and functional state of immune 
cells [3, 4].

According to modern studies, n-3 and n-6 poly-
unsaturated fatty acids (n-3 PUFAs and n-6 PUFAs) 
play an important role in the functioning of immune 
cells [5, 13]. It has been shown that PUFAs impact 
on each type of immune cells in various ways, modu-

late all known macrophage-mediated defense mecha-
nisms, such as phagocytosis, respiratory burst, and cy-
tokine production [1, 12, 13]. Moreover, PUFAs has 
been established to influence on the immune response 
by several independent mechanisms. Firstly, fatty ac-
ids are essential components of membrane phospho-
lipids [11]. As a result, changes in the PUFA composi-
tion of cell membranes modulate the physicochemical 
properties of them membranes (fluidity) and individ-
ual membrane domains (lipid rafts), which leads to 
the modification of cell signal pathways and gene ex-
pression [12, 14]. Secondly, fatty acids serve as ligands 
for receptors of immune cells, including peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) and 
G-protein coupled receptor 120 (GPR120), thereby 
directly affecting the activation and protein synthe-
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sis of the cells [8]. Thirdly, the oxidized derivatives of 
n-3 and n-6 PUFAs (prostaglandins, prostacyclins, 
thromboxanes, leukotrienes, lipoxins, resolvins, pro-
tectins, and marensins) are powerful immunoregula-
tors that have diverse effects on immune cells [9].

Despite the importance of PUFAs in the devel-
opment of many pathological conditions, the role of 
modifying lipid composition of immune cell mem-
branes in COPD pathogenesis still remains to be in-
vestigated. We suggest that one of the mechanisms 
of chronic inflammation in COPD is a violation of 
PUFA composition of immune cell membranes.

The aim of the study was to analyze n-3 and n-6 
PUFA composition of blood leukocyte cytomem-
branes in mild and moderate COPD and to establish 
the role of these fatty acids in COPD progression. 

Materials and methods
The study involved 110 patients with mild (60 peo-

ple) and moderate COPD (50 people) (average age 
57.5±4.8 years). The disease was diagnosed in ac-
cordance with the Global Initiative for Chronic Ob-
structive Pulmonary Disease (GOLD-2017) [7]. The 
patients with acute infectious diseases, exacerbations 
of chronic diseases, decompensated heart failure were 
excluded from the examination. The control group 
consisted of 32 practically healthy non-smoking 
people with normal pulmonary function (average age 
42.0±3.4 years). The study was approved by the local 
Ethics Committee, all participants gave written in-
formed consent.

Spirometry, assessing dyspnea using Modified 
British Medical Research Council (mMRC) scale, 
assessing quality of life using COPD Assessment Test 
(CAT), blood sampling for the isolation of leukocytes 
and the determination of immunological status were 
performed in patients with COPD in one visit.

The maximum expiratory volume was measured 
three times by spirography (FUK.UDA, Japan) 
with recording the highest value of forced expiratory 
volume in 1 second (FEV1) and forced vital capac-
ity (FVC). The examination was repeated 20 minutes 
after inhaling 200 μg of salbutamol through a spacer 
device.

Blood samples were collected in EDTA tubes (BD 
Biosciences, USA) to the analysis of immune cell sub-
populations by flow cytometery (BD FACS Canto II, 
BD Biosciences, USA) and the isolation of leukocytes 
to the subsequent assessment of fatty acid composi-
tion. The immunological study included the flow cy-
tometric determination of subpopulations of the blood 
immune cells (T lymphocytes (CD3+), T helper cells 
(CD4+), cytotoxic T lymphocytes (CD8+), and B cells 
(CD19+) (Becton Dickinson, USA). Data processing 
was carried out using the FCAP Array 3.0 software 
(BD Biosciences, USA). The immunoregulatory in-
dex (CD4+/CD8+) was calculated.

Peripheral blood leukocytes were isolated by 
the  ficoll-verographin  double density-gradient cen-
trifugation method. Lipids were extracted from leu-
kocyte membranes with chloroform/methanol (1:2 by 
volume) solution. Methyl ethers were extracted with 
hexane and purified by thin-layer chromatography in 
benzene. Fatty acid methyl esters redissolved in hex-
ane were analyzed using gas-liquid chromatograph 
“Shimadzu GC-2010” (Japan) equipped with a flame 
ionization detector, a capillary column “Supelco-
wax 10” (0.25 mm × 30 m) with a bonded phase. The 
column temperature was 210  °C; the detector tem-
perature was 250 °C; the carrier gas was helium. Fatty 
acids were identified by relative retention times and 
calculated equivalent chain lengths. The data were ex-
pressed as a percentage of total fatty acids.

Statistical analysis was performed by Statistica 6.1 
software (1203C series for Windows). Differences in 
the studied parameters were evaluated using Mann–
Whitney and Kolmogorov–Smirnov tests and consid-
ered significant when p < 0.05.

Results
The obtained results are presented in the table 1. 

The immune system status in the patients with COPD 
was characterized by a decrease in the absolute num-
ber of lymphocytes, CD3+ cells, CD4+ cells, as well 
as CD8+ cells (only in patients with mild COPD). 
Impaired differentiation of immune cells appears to 
reduce an adequate response to the pathogen and lead 
to the development of chronic inflammation.

The analysis of the polyunsaturated fatty acid 
profile of leukocyte membranes in COPD patients 
was found the low concentration of essential linoleic 
acid (18:2n-6) regardless of the disease severity. The 
leukocyte membrane levels of the long-chain n-6  
PUFAs, such as dihomo-γ-linolenic acid (20:3n-6), 
arachidonic acid (20:4n-6), and docosatetraenoic acid 
(22:4n-6), were elevated in patients with COPD com-
pared with the control group. However, the concen-
tration of the described above n-6 PUFAs in leukocyte 
membranes were increased in patients with moderate 
COPD compared with patients with mild COPD. The 
significant deficiency of a physiologically important 
n-3 PUFA, eicosapentaenoic acid (20:5n- 3), in leu-
kocyte membrane in the COPD patients was revealed. 
In turn, the low level of 20:5n- 3 was resulted from 
the deficiency of its precursor, docosahexaenoic acid 
(22:6n-3).

The detected disorders of the composition of long-
chain n-3 and n-6 PUFAs in the COPD patients seem 
to be associated with changed synthesis of eicosanoids, 
main PUFA metabolites involving in the regulation of 
inflammation and smooth muscle contraction.

The alteration in the composition of physiologi-
cally important FA causes the enhancement in the 
ratio of 20:4n6/20:5n3 in all studied groups of COPD 
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TABLE 1. CLINICAL, IMMUNOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH COPD 

Parameters Control group Mild COPD Moderate COPD

FEV1, % predicted 101.88±3.23 90.13±1.99 73.9±2.56

mMRС apnea scale, 
scores 0 1 2

САТ, scores 0 4-6 7-9

Parameters of the immune system

Leukocytes, ×× 109 cells/l 5.51±0.91 5.69±0.21 5.91±0.11

Lymphocytes, % 34.9±0.9 27.34±0.81 29.24±1.02

Lymphocytes, cells/μl 1804.8±75.9 1532.70±52.25 *1696.53±47.21

CD3+, % 72.55±2.04 67.70±1.34* 70.41±0.82

CD3+, cells/μl 1252.87±86.12 1033.27±45.87*** **1185.17±27.91

CD4+, % 47.14±1.91 44.80±1.07 45.21±1.00

CD4+, cells/μl 818.22±67.97 684.77±29.50** *750.95±16.19*

CD8+, % 22.91±1.95 20.19±0.78* ***23.81±0.49

CD8+, cells/μl 391.19±38.6 304.59±16.78*** ***411.66±19.46

CD4+/CD8+ 2.24±0.23 2.38±0.10 ***1.97±0.07

CD19+, % 11.74±1.04 11.14±0,88 10.54±0.44

CD19+, cells/μl 201.02±20.86 163.48±11.69 178.62±8.14

Blood leukocyte membrane PUFAs (% of total FAs)

18:2n-6 12.96±2.44 8.97±0.96*** 9.59±1.19***

20:3n-6 0.41±0.39 1.34±0.21*** 1.37±0.27***

20:4n-6 5.52±3.29 13.87±1.57*** *14.03±1.4***

20:5n-3 0.86±0.3 0.47±0.05*** 0.49±0.12***

22:4n-6 0.41±0.25 1.46±0.15*** **1.59±0.17***

22:5n-3 0.53±0.2 1.14±0.08*** 1.07±0.27***

22:6n-3 1.24±0.44 0.35±0.12** 0.51±0.15**

20:4n6/20:5n3 6.41±0.21 29.5±1.09*** 28.6±1.5***

Note. Statistical significance in comparison with the control group (right) and the group of patients with mild COPD 
(left): *, р < 0.05; **, р < 0.005; ***, р < 0.001. 

patients. The identification of levels of 20:4n6 and 
20:5n3 is indicative of eicosanoid cycle impairment 
and, respectively, the risk for the development of in-
flammatory process. It is known that n-6 FAs are the 
key substrate for the biosynthesis of pro-inflamma-
tory eicosanoids (leukotrienes, tromboxanes, pros-
taglandines) that initiate cascade of reactions result-
ing in the activation of immune and smooth muscles 
cells [11]. The marked increase in n-6 PUFA level in 
membranes of leukocytes indicates the ability of the 
cells to product of lipid pro-inflammatory mediators. 
While, anti-inflammatory (prostaglandines) and pro-

resolving (maresins, resolvins, protectins) oxylipins 
are formed from eicosapentaenoic acid (20:5n-3) [9]. 
The imbalance between n-6 and n-3 PUFAs can be a 
prognostically unfavorable sign of chronic inflamma-
tion and impaired resolution of inflammatory process.

Discussion
The results of the study indicate the modification 

in the PUFA composition of blood leukocyte mem-
branes in patients with COPD. It was shown that the 
violation of long-chain fatty acid composition of leu-
kocyte membranes emerges already at the early stage 
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of the disease. The disorders of FA metabolism and 
plasma membrane architectonics detected in patients 
with mild COPD are aggravated as the disease pro-
gresses. The pathogenetic importance of the identi-
fied modification is due to the functional and struc-
tural role of lipids in immune cell function. The ratio 
between n-6 and n-3 fatty acids esterified into phos-
pholipids determines the basic physical properties of 
the cytomembrane, including fluidity, permeability, 
viscosity, and elasticity [12, 13]. These properties are 
essential to the ability of immune cells to phagocy-
tose and express receptors. In vivo and in vitro stud-
ies relating to the effect of fatty acids on macrophage 
phagocytosis have shown that an elevated unsaturated 
fatty acid content in cytomembrane correlates with 
an increased phagocytosis rate [1]. It is reasonable to 
assume that the enhancement of membrane fluidity, 
which is caused by fatty acid-mediated cytoskeleton 
remodeling, improves the phagocytic function of the 
cell. Another important aspect combining the im-
mune properties of the cell and the composition of its 
cytomembrane is the formation of specialized mem-
brane microdomains called lipid rafts [10]. Various 
membrane receptors of immune cells can be expressed 
only in lipid rafts [12]. Thus, lipid rafts are primarily 
considered as platforms for the accumulation of acti-
vated receptors.

Finally, the role of fatty acids is associated with 
the fact that PUFAs are precursors for the synthesis 
of biologically active substances, such as eicosanoids 
and pro-resolving lipid mediators [2]. Metabolites of 
FAs locally regulate the functions of the endothelium 

and smooth muscle cells, vasodilation reaction, plate-
let aggregation, microcirculation, and inflammation. 
The increased content of PUFAs from the n-6 family 
contributes to the inflammation process, affects the 
aggregation properties of platelets, and the function-
ing of the immune system. The high content of 20:4n-
6 and its metabolite (22:4n-6) in leukocyte mem-
branes in patients with COPD indicates a rise in the 
concentration of substrate for the synthesis of inflam-
matory and bronchospasm mediators. In addition, the 
enhanced synthesis of arachidonic acid is observed 
against the background of a significant deficiency of 
eicosapentaenoic acid (20:5n3), its main inhibitor 
and competitor for cyclooxygenase and lipoxygenase 
metabolic pathways. The lack of eicosapentaenoic 
acid, the main substrate for the production of pro-re-
solving lipid mediators, in the membrane of immune 
cells determines the eicosanoid imbalance that is one 
of the causes of chronic inflammation. Balode L. et al. 
have revealed impaired synthesis of pro-resolving lipid 
mediators, in particular lipoxin A4, in COPD [2]. The 
inhibition of mechanisms for inflammation resolution 
in COPD may be a fundamental pathogenetic mecha-
nism of chronic inflammation.

Therefore, the imbalance in fatty acids composi-
tion of leukocytes makes significant contribution to 
the development and the progression of COPD. Fur-
ther comprehensive and in-depth studies are needed 
to establish the pathophysiological role of PUFAs and 
their oxygenase metabolites in chronic respiratory 
diseases.
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ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ КОНТЕКСТ ЛЕГКОЙ ТРАВМЫ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА
Плехова Н.Г.1, 2, Радьков И.В.1, Зиновьев С.В.1, Шуматов В.Б.1
1 ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 

РФ, г. Владивосток, Россия  
2 ФГБУН «Институт химии Дальневосточного отделения Российской академии наук», г. Владивосток, Россия

Резюме. Параметры нескольких популяций иммунных клеток (Т-клетки и макрофагальные суб-
популяции) изучали в периферической крови и головном мозге на клинически релевантной модели 
легкой травмы головного мозга (ТГМ) у крыс. Популяция резидентных клеток врожденного иммуни-
тета, состоящая из микроглии и астроцитов при локальном повреждении тканей вовлекается в реа-
лизацию воспалительного ответа. В ситуации с травмой показано также, что лейкоциты крови могут 
преодолевать гемато-энцефалический барьер и проникать в паренхиму головного мозга. Использова-
ли методы проточной цитометрии и иммунофлуоресценции. Было отмечено повышение числа моно-
цитов и нейтрофилов в срок до 1 сут. после легкой ТГМ, с последующим снижением к концу сроков 
наблюдения. Было установлено, что число CD45+ клеток и CD3+T-клеток снижалось через 1 день 
после ТГМ и постепенно росло до 14 сут., а процент CD4+T-клеток постоянно снижался с 7 до 14 сут., 
тогда как доля CD8+T-клеток повышалась с 7 до 14 сут. наблюдения. При легкой ТГМ у животных 
наблюдалось значительное снижение (в 3-10 раз) числа микрососудов с позитивной реакцией на SMI 
71 на 8-й и 14-й день после травмы головы. Интенсивная окраска микрососудов на SMI 71 иногда 
сочеталась с расширением области позитивной реакции. Тонкие позитивные отложения продуктов 
наблюдадись в головном мозге здоровых животных вокруг стенок микрососудов. В поврежденной 
ткани головного мозга выявлялись макрофаги, позитивные по CD45high/CD11b+ популяции M1 на 
второй день после ТГМ и отмечались в значительном количестве на 8-14-й день. В мозолистом теле 
и ипсилатеральном участке стриатума содержание клеток, экспрессирующих CD16/11b+, достигало 
максимума через 8 сут. после травмы, что коррелировало со снижением позитивного ответа на нали-
чие эндотелиального антигена SMI 71. Таким образом, в остром периоде после легкой ТГМ в голов-
ном мозге определяется наличие иммунопатологических процессов, что может впоследствии вести к 
дизрегуляции нейроиммунных связей.

Ключевые слова: нейроиммунология, микроглия, врожденный и адаптивный иммунитет, легкая травма головного мозга
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IMMUNOLOGICAL CONTEXT OF MILD TRAUMATIC BRAIN 
INJURY
Plekhova N.G.a, b, Radkov I.V.a, Zinoviev S.V.a, Shumatov V.B.a
a Pacific State Medical University, Vladivostok, Russian Federation  
b Institute of Chemistry, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences, Vladivostok, Russian Federation

Abstract. The parameters of several populations of immune cells (T cell populations, macrophage subpopu-
lations) in peripheral blood and brain were studied in a clinically significant model of mild traumatic brain 
injury among rats. The population of resident cells of innate immunity of microglia and brain astrocytes with 
local tissue damage is involved in the implementation of the inflammatory response, it is also shown that in 
case of trauma, blood leukocytes can overcome the blood-brain barrier and penetrate the brain parenchyma. 
The methods of flow cytometry and immunofluorescence were used. An increase in the number of monocytes 
and neutrophils up to 1 day, after a mild traumatic brain injury (TBI) with a subsequent decrease to the end of 
the observation period was noticed. It was determined, that the number of CD45+ cells, CD3+T cells decreased 
at 1 days post-injury (dpi), and rose slightly by 14 dpi, the percentage of CD4+T cells continuously declined 
from 7 to 14 dpi, while the percentage of CD8+T cells increased from 7 to 14 dpi. With mild traumatic brain 
injury in animals, a significant (3-10 times) decrease in the number of microvessels with a positive reaction to 
the presence of SMI 71 on the 8th and 14th day after head injury was observed. Intensive staining of SMI 71 
microvessels was sometimes observed with an increase in the area of a positive reaction. Thin positive deposits 
of the reaction product are observed in the brain of healthy animals around the wall of the microvessel. In the 
damaged brain, CD45high/CD11b+ positive macrophages of the M1 subpopulation appeared in the brain tissue 
on the 2nd day after TBI and a significant amount was observed on the 8-14th day. In the corpus callosum and 
ipsilateral region of the striatum, the content of cells expressing CD16/11b+ reached a maximum 8 days after 
TBI, which correlated with a decrease in the positive response to the presence of endothelial antigen SMI 71. 
Thus, in the acute period of mild TBI, the presence of neuroimmunopathological processes is determined in 
the brain, which can subsequently result to the dysregulation of neuroimmune connections.

Keywords: neuroimmunology, microglia, innate and adaptive immunity, mild traumatic brain injury

Introduction
A traumatic brain injury (TBI) is an injury that 

disrupts the normal function of the brain and can be 
caused by a bump, blow or jolt to the head, rapid ac-
celeration air a penetrating head injury. The leading 
causes of TBI-related deaths are motor vehicle crash-
es, suicides and falls. The severity of TBIs is typically 
categorized using the Glasgow Coma Scale and can 
range from: (a) mild; (b) moderate; to (c) severe. The 
structural and functional damage in TBI lead to defi-
cits resulting from both primary and secondary injury 
mechanisms [3]. The primary injury is the result of the 
immediate mechanical damage from direct contact 
and/or inertial forces to the brain that occurs at the 
moment of the traumatic impact. This damage can 
include direct neuronal, glial and other cellular dam-
age, contusion, damage to blood vessels (hemorrhage) 
and axonal shearing [4]. Secondary injury evolves over 
minutes, to days, to months, to years after the primary 
injury and is the result of cascades of metabolic, cel-
lular and molecular events. These occur concurrently 
with, and contribute to, alterations of endogenous 
neurochemical, inflammatory and neuroinflamma-
tory mechanisms. Recent research has indicated that 

better diagnostic and assessment criteria are needed in 
the TBI field [12]. 

The central nervous system and cerebrospinal fluid 
is delimited by the blood-brain barrier (BBB), where 
a relatively autonomous immune barrier is function-
ing, being isolated from the general circulation. The 
morphofunctional basis of BBB are protein-tolerant 
neural tissue, commited progenitor stem cells, sub-
populations of T and B lymphocytes, monocytes, 
macrophages and their products, microglia cells and 
natural killer cells. However the immune and nervous 
systems are intimately connected and each can direct-
ly influence the behavior of the other. In case of the 
nervous tissue damage, most immune reactions have 
functional, physiological, and sanogenic character, 
directed at removing the “heterologous” protein [5]. 
In particular, the sensitization of leukocytes to the 
brain antigen increases, the ratio of immunoregula-
tory cells changes, and circulating immune complexes 
from antibodies are formed. It has been shown that, 
with moderate and severe brain injuries, the forma-
tion of secondary immunodeficiency and a high level 
of neurosensibilization are based on dysfunction of 
regulatory subpopulations of cellular and humoral 
immunity [10]. 
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Currently, it is consided that the early neuro-in-
flammatory response in TBI is primarily due to the 
activity of the components of the innate immune sys-
tem [9, 16]. The population of resident cells of innate 
immunity of microglia and brain astrocytes with lo-
cal tissue damage is involved in the implementation 
of the inflammatory response, it is also shown that in 
case of trauma, blood leukocytes can overcome BBB 
and penetrate the brain parenchyma [6]. Also, in case 
of the nerve tissue damage, the active synthesis and 
release of cytokines and chemokines, which activate 
cell receptors, is triggered, which, in the future, leads 
to local and systemic immune responses. The general 
effect of inflammatory mediators of innate immunity 
is aimed at limiting the spread of trauma and restoring 
homeostatic balance [7]. It has been shown that with 
neuroinflammation after a traumatic brain injury of 
mild degree, localization of immune cells in the area 
of peritrauma and beyond is noted [1]. The presence of 
peripheral inflammation can also affect the outcome 
of TBI and its immune components can penetrate the 
central nervous system, bypassing the BBB [7]. How-
ever, the implementation of functional activity and 
the role of innate immunity cells in the pathogenesis 
of traumatic brain injury (TBI) is not fully clear.

The aim of this study is to establish the degree of 
involvement of immune cells (macrophages, T cells, 
and microglia) in the acute period of an experimental 
mild traumatic brain injury. 

Materials and methods
Young male Wistar rat (10 to 12-week-old) 

were obtained from Laboratory of “National 
Scientific Center of Marine Biology named after 
A.V.  Zhirmunsky” (Vladivostok, RF). All animal 
experiments were approved by the Ethical Committee 
of Pacific State Medical University and performed 
in accordance with the National Institutes of Health 
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. 
All efforts were made to minimize animal suffering and 
the number of animals killed. Animals were divided 
into 3 groups: 1 – control, intact animals (10 pcs.); 
2 – animals with modeling of a mild traumatic brain 
injury (25 pcs) and 3 – with modeling of a medium 
traumatic brain injury (25 pcs). All potentially painful 
interventions in the experiments, as well as euthanasia 
under combined injection anesthesia: zoletil 
0.003  mg/g (Virbac, France), xylanite 0.008  mg/g 
(NITA-PHARM, Russia, Saratov), a solution of 
atropine sulfate 0.1% – 0.01 ml per 100 g. 

A modified “weight-drop model” was used to re-
produce a mild TBI. An installation that included a 
tripod, with a tube guiding the fall of the load, and a 
plastic container, on the bottom of which soft mate-
rial was placed, was used to cause injury. To exclude 
resistance from a hard surface, the upper part of the 
container was covered with foil that can withstand the 

weight of the animal at rest, but tearing when struck on 
the head. A cargo weighing 200 g, with a cone height 
of 1 cm, a striker area of 3.14 mm2, made of brass, 
which falls from a height of one meter onto the oc-
cipital region of the rat’s head, was used. In this case, 
simultaneously with the blow, the animal freely falls 
into the container on the foam pillow from a height 
of 30 cm. 

Mononuclear cells were stained with Rat T lympho-
cyte Cocktail, anti-rat CD3-APC, anti-rat CD4- PE, 
anti-rat CD8-FITC, and anti-rat CD11b- FITC, 
anti-rat CD45-PerCP, anti-rat CD86-PE, anti-rat 
CD206-APC (BD Biosciences, USA) following 
standard protocols and manufacturer’s instructions. 
Data were obtained using a MACSQuant Analyzer 10 
(MiltenyiBiotec, Germany), and analyzed Kaluza 
Analysis 2.1 software (Beckman Coulter, USA). 

For histological examination of brain tissue, the 
samples were fixed in 4% neutral formalin, micro-
preparations were prepared according to the clas-
sical technology, followed by Nissl staining and 
hematoxylin-eosin. Immunohistochemistry. Brain 
sections were allowed to thaw and afterward incu-
bated with blocking buffer (13 PBS containing 0.5% 
casein, Sigma-Aldrich) for 30 min. Primary antibody 
staining with monoclonal anti-Rat Blood-Brain Bar-
rier Antibody, antiCD11b (Abcam, Cambridge, UK; 
1:100), polyclonal rabbit antiCD45 (Invitrogen, USA; 
1:200), polyclonal rabbit antiCD14 (Invitrogen, USA; 
0.5- 1  µg/mL), polyclonal rabbit antiCD16 (SP175, 
Abcam, USA; 1:150), polyclonal rabbit antiF4/80 
(Invitrogen, USA; 1:500) diluted in PBS/0.5% ca-
sein was performed for 2 hrs followed by two times 
washing with the blocking solution. Then, sections 
were treated with the secondary antibody Fluore 488- 
and peroxidase conjugated anti-mouse IgG (Abcam, 
USA; 1:200) for 1.5 hrs. Slides were washed two times 
in PBS and two times in distilled water and finally 
covered with DAPI-containing mounting medium  
(Dianova, Hamburg, Germany). Images were ac-
quired in 320 magnification by the fluorescence 
microscope Zeiss Axio Observer Z1 (Zeiss Micro
Imaging GmbH, Jena, Germany). All images were 
processed with NIS-Elements Imaging Software 
(Nikon, Japan) for automated cell counting. Mean 
cell counts were calculated from three random micro
scopic fields at X 200 magnification in the cortex, 
striatum, and corpus callosum (CC) of each section 
respectively, and three consecutive sections were ana-
lyzed for each brain. Data from these nine images per 
brain region are expressed as mean numbers of cells 
per square millimeter. Counts were made by an inves-
tigator who was masked to experimental group assign-
ment (n = 4 to 5 animals per group).

Statistical analyses
All values are presented as mean±standard error of 

the mean. Data with two groups were analyzed with 
the Student’s t-test (non-directional), and data with 
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repeated groups were analyzed with one-way analysis 
of variance and the Student Newman–Keuls test for 
post hoc comparisons. The Pearson product linear re-
gression analysis was used to correlate the M1 or M2 
phenotype with SMI-32 intensity. Differences were 
considered statistically significant at p > 0.05. 

Results and discussion
Morphometric evaluation of the neocortex showed 

that the day after the implemintation of mild TBI 
there was a narrowing of the capillaries, a significant 
increase in the content of hyperchromic neurons, in-
cluding those with the presence of 2 nucleoli, was de-
termined. After 7 days, there was a restoration of the 
lumen of the capillaries, an increase in the number of 
hypochromic neurons with an increase in the diam-
eter of their nucleoli. By 14 days, an increase in the 
content of hyperchromic neurons with 2 nucleoli was 
detected again. In our opinion, hyperchromia of neu-
rons on the first day of TBI is a sign of a decrease in 
the osmolarity of the cytoplasm as a result of potassi-
um reduction, which is a consequence of narrowing of 
capillaries and ischemia. Moreover, in this period no 
obvious neurological disorders among animals were 
observed. By the end of the second week under TBI, 
the number of hyperchromic neurons sharply increas-
es and the number of cells with 2 nucleoli remains 
high against the background of a high level of animal 
anxiety. A positive process of intracellular regenera-
tion with activation of the processes in the nucleolar 
organizer was indicated by an increase in the number 
of intensively stained nucleoli in neurons in the recov-
ery of ammonia silver on the 8th day after mild TBI. 
Thus, in experimental mild TBI signs a violation in 
the brain structure, indicating hypoxia. 

The indicators of the number of segmented leu-
kocytes  – neutrophils and eosinophils in animals 
blood smears, stained with alizarin red C, two hours 
after TBI significantly increased. The indices for 
healthy animals were 39.1±0.964 and 2.37±0.258, 
and 2 hours after TBI – 59.2±1.024 and 3.9±0.214% 
(p  <  0.001), respectively. After 24 hours, the num-
ber of segmented white blood cells decreased, and, 
against the background of leukopenia, remained a 
high content of white blood cells with active nucleoli. 
Determination of immune cell populations using flow 
cytometry revealed an insignificant increase in CD45+ 
cells compared with healthy rats. T lymphocyte sub-
sets were characterized by the expression of cell sur-
face markers: all T cells (CD3+), CD4+ or CD8+T 
cells (CD3+CD4+ or CD3+CD8+). Was determined, 
that the number of T cells decreased at 1 days post-
injury (dpi), and rose slightly by 14 dpi. Quantitative 
data for the percentage of T cells are shown in Table 1. 
The percentage of CD4+T cells continuously declined 
from 7 to 14 dpi, while the percentage of CD8+T cells 
increased from 7 to 14 dpi (Table 1).

The BBB provides both passive and active protec-
tion to the brain, which can be significantly compro-
mised following TBI [8]. In the case of TBI, post-in-
jury BBB dysfunction can be biphasic [15] and occur 
as a direct result of the primary injury or as a delayed 
consequence of sustained inflammatory and cellular 
responses associated with the primary injury [8, 13]. 
The result of mild or moderate TBI may in BBB dys-
function characterized by a transient opening of endo-
thelial tight junctions resulting in a temporary influx 
of inflammatory molecules and immune cells from the 
periphery [8, 13]. SMI 71 (anti-Rat Blood-Brain Bar-
rier Antibody) is specific for a rat endothelial protein 

TABLE 1. INDICATORS OF CELLS IN THE PERIPHERAL BLOOD AFTER MILD TRAUMATIC BRAIN INJURY

Indicators Intact rats 
(n = 10)

Rats after Mild Traumatic Brain Injury
2 hours 
(n = 5)

1 days 
(n = 5)

2 days 
(n = 5)

7 days 
(n = 5)

14 days 
(n = 5)

Leukocyte, ×× 109/l 6.5±0.21 12.70±0.21 6.50±0.21 6.50±0.21 6.50±0.21 6.50±0.21
Neutrophils:
stab, %
segmented nucleus, %

39.10±0.96
1.9±0.07

37.20±2.93

59.20±1.02
1.80±0.09
57.2±4.2

28.3±2.5
0.90±0.03
27.6±2.5

18.7±1.7
0.090±0.007
17.5±1.2

34.5±2.5
0.90±0.03
33.6±3.1

36.4±3.3
0

36.4±3.1
Eosinophils, % 2.370±0.258 3.90±0.21 1.8±0.7 1.68±0.50 2.80±0.21 2.3±0.5
Monocytes, % 2.80±0.33 3.2±0.4 2.8±0.3 1.9±0.3 2.10±0.04 2.6±0.5
CD45+, % 75.2±5.8 73.1±4.8 68.1±1.2 78.1±6.8 77.8±6.1 81.2±6.4
CD3+, % 44.3±1.9 41.1±3.7 39.0±1.2 58.0±4.2* 62.0±4.9* 68.0±7.2*
CD3+CD4+, % 29.5±2.1 28.7±2.7 27.9±2.4 25.4±1.8 18.3±1.7* 16.7±1.9*
CD3+CD8+, % 18.5±0.9 22.5±1.6 19.6±1.2 19.8±1.9 39.7±2.9* 41.3±1.9*
CD20+, % 12.6±1.8 11.8±1.5 14.7±1.2 16.2±1.4 26.5±1.7 32.5±1.6
CD16+, % 8.3±0.8 19.3±1.8* 21.2±1.8* 18.2±1.3* 10.1±1.1 12.1±1.4
CD14+, % 6.7±0.7 4.9±0.4 2.8±0.5 2.8±0.3 4.2±0.3 5.1±0.6

Note. *, values are reliable in comparison with indicators of intact animals, p < 0.05.
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found in areas with blood-brain or blood-nerve barri-
ers. It was shown, that its reactivity disappears in le-
sions of experimental allergic encephalomyelitis. With 
mild traumatic brain injury in animals, a significant 
(3-10 times) decrease in the number of microvessels 
with a positive reaction to the presence of SMI 71 on 
the 8th and 14th day after head injury was observed. 
Intensive staining of SMI 71 microvessels was some-
times observed with an increase in the area of a posi-
tive reaction. Thin positive deposits of the reaction 
product are observed in the brain of healthy animals 
around the wall of the microvessel. In general, these 
data indicate a slight violation of BBB permeability in 
the later stages after injury

Two distinct populations of macrophages signature 
genes are not only expressed in microglia/macro-
phages but also in other CNS cells or infiltrating [12]. 
A combination of CD11b and CD45 labeling can be 
used to distinguish microglia from macrophages: CD-
45high/CD11b+ cells were considered macrophages 
and CD45low/CD11b+ cells were considered microg-
lia. Cells of microglia have been classified into two 
subsets: pro-infammatory M1 and anti-infammatory 
M2. Expression of the marker CD16/11b macro-
phages M1 slightly increased in the incortex at day 1 
after TBI and was significantly raised thereafter un-
til day 3. In the corpus callosum areas and ipsilateral 
striatum, CD16/11b expression peaked bimodally at 
3 days after TBI and was associated with microglia/
macrophages. During this period, the reactivity of 
resident macrophages of neocotrex was mainly deter-
mined.

A comparative analysis of the number of cells ex-
pressing CD45 and F4/80 in the same areas of the 
brain cortex makes it possible to distinguish resident 
macrophages from cells of monocytic origin (pe-
ripheral). In the neocortex of control animals, mac-
rophages with low expression of CD45 prevailed, 
whereas on the 8th day after TBI, an increased con-
tent of CD45high cells was observed, which indicated 
an increase in the number of peripheral cells. It was 
also found that CD45high/CD11b+ positive macro-
phages of the M1 subpopulation appeared in the brain 
tissue on the 2nd day after TBI and a significant num-
ber of them was observed on the 8-14th day. In the 
corpus callosum and ipsilateral region of the striatum, 
the content of cells expressing CD16/11b reached a 
maximum 8 days after TBI, which correlated with a 
decrease in the positive response to the presence of 
endothelial antigen SMI71. It is known that, the de-
struction of neurons and astrocytes leads to a decrease 

in the reactivity of this marker and, indeed, in the first 
2 days after a mild TBI there was a slight decrease in 
the positive reaction to the presence of SIM71-posi-
tive microvessels and, on the contrary, on the 8th and 
14th day of the experiment, the number of such mi-
crovessels significantly decreased (р  =  0.01). These 
data indicates that delineating macrophages by an M1 
(classically activated macrophages) or M2 phenotype 
in TBI obscures other macrophage subsets that may 
have distinct roles in the injury response.

So, the brain has a powerful innate immune sys-
tem, consisting mainly of microglia, which is the first 
line of defense against infection or stroke. When these 
cells become activated in response to trauma, it sig-
nals an adaptive immune response, producing auto-
antibodies to the central nervous system proteins and 
activating subgroups of T cells and attracting migra-
tion to the area of damage, where they can have a neu-
rotoxic or neuroprotective effect. Macrophages can 
be activated when they enter the damaged brain and 
can acquire a cytotoxic phenotype. From such posi-
tions the manipulating the immune system has great 
promise as a therapeutic strategy. The development 
of new pharmacological agents holds great promise 
for ameliorating some of the most devastating neuro-
logic and neurodegenerative diseases, including TBI. 
The robust immune response that is initiated follow-
ing injury provides a host of potential targets that may 
dampen progressive neurodegeneration.

Conclusion
The results of our study prove the presence of neu-

roimmunopathological processes in the brain in mild 
experimental brain injury. The violation of the perme-
ability of the blood-brain barrier, determined on the 
8-14th day after the injury, is associated with an in-
crease in the migration of immune cells in the brain, 
which can subsequently result in the dysregulation of 
neuroimmune bonds. In our opinion, the resulting 
primary alteration of neurons and the mediators, re-
leased at this moment, act as chemoattractants, con-
tributing to an increase in the number of monocytic 
(alien) macrophages. Further studies need to be ex-
plored, including the mechanisms underlying changes 
of the M1/M2 balance, the specific roles of CD3+/
CD4+/CD8+T cells in the peripheral blood, and the 
possible relationship between immunity and the post-
injury prognosis.
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ОСОБЕННОСТИ ИЗМЕНЕНИЙ В СИСТЕМЕ 
МИКРОЦИРКУЛЯЦИИ У ДЕТЕЙ С АЛЛЕРГИЧЕСКИМ 
РИНИТОМ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ВЫРАЖЕННОСТИ 
ДИСФУНКЦИИ ВЕГЕТАТИВНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ
Татаурщикова Н.С.1, Бережанский П.В.2
1 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов», Москва, Россия  
2 ГБУЗ МО «Одинцовская областная больница», г. Одинцово, Московская обл., Россия

Резюме. В последние годы отмечается рост распространенности аллергических болезней у детей. 
По степени распространенности и влиянию на здоровье и качество жизни пациентов аллергический 
ринит (АР) занимает первое место среди других аллергических заболеваний. В различных странах 
мира по разным данным страдает от 10 до 40% населения. Аллергический ринит представляет серьез-
ную медико-социальную и экономическую проблему. Кроме того аллергический ринит, особенно с 
множественной сенсибилизацией и недостаточно контролируемым течением, является самостоя-
тельным фактором риска рецидивирования респираторных инфекций и развития бронхиальной аст-
мы, а также существенно снижает качество жизни пациентов.

АР представляет собой многофакторное заболевание, в развитии которого играют роль многие 
факторы. Основой патологического процесса при АР является IgE-зависимое мукозальное воспа-
ление, реализующееся при воздействии специфических и неспецифических механизмов и имеющее 
Th2-характер. Вовлеченные в процесс ткани и органы определяют формирование сложных механиз-
мов взаимодействия иммунной, микроциркуляторной и нейровегетативной систем.

Воспалительный процесс при АР характеризуется рядом особенностей, например наличием ми-
нимального персестирующего воспаления и эффектом прайминга, что в свою очередь является пред-
располагающим фактором для клинического дебюта и прогрессирования АР. Микроциркуляторные 
механизмы имеют важное патогенетическое значение в развитии аллергического воспаления, в том 
числе при АР.

В зависимости от ведущего патогномоничного признака, в настоящее время принято выделять от-
дельные фенотипы и эндотипы АР. 

Фенотип охватывает клинически значимые свойства АР, но не раскрывает детальные механизмы 
его развития, на основе которых можно создать персонифицированный алгоритм профилактики, ле-
чения и прогноза. 

Вегетативная нервная система обеспечивает связь организма с окружающей и внутренней средой, 
регулируя обмен веществ и функции органов и тканей в соответствии с изменениями этой среды, она 
также обеспечивает интеграцию всех органов в единое целое, являясь одной из главных адаптацион-
ных систем организма.

Во главе регуляции функционирования организма и гомеостаза стоит вегетативная нервная сис
тема, объединяющая отдельные патогенетические звенья развития заболеваний и обуславливающая 
структурное и функциональное единство. В связи с этим, среди причин системных изменений в ми-
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кроциркуляторном русле, которые так же отражают общие патогенетические процессы в организме, 
ведущее значение принадлежит нарушению нейрорегуляторных механизмов. Механизм регуляции 
реализуется нервно-рефлекторным путем с помощью различных нейрогуморальных факторов, сущ-
ность которых изучена в экспериментальных условиях и на сегодняшний день не подвергается со-
мнению. 

Исследование основных показателей микроциркуляции и вегетативной нервной системы у детей 
с аллергическим ринитом в различном сочетании с сопутствующей патологией позволит выделить 
новые фенотипы АР и подобрать индивидуальный план лечения и реабилитации этих детей.

Ключевые слова: аллергический ринит, дети, микроциркуляция, капилляроскопия, вегетативная нервная система, 
фенотип

СLINICAL FEATURES OF CHANGES IN THE 
MICROCIRCULATION SYSTEM AMONG CHILDREN WITH 
ALLERGIC RHINITIS, DEPENDING ON THE SEVERITY OF 
DYSFUNCTION OF THE AUTONOMIC NERVOUS SYSTEM 
Tataurschikova N.S.a, Berezhansky P.V.b
a Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation  
b Odintsovo Regional Hospital, Odintsovo, Moscow Region, Russian Federation

Abstract. In recent years, there has been an increase in the prevalence of allergic diseases in children.  
Allergic rhinitis (AR) ranks first among other allergic diseases in terms of prevalence and impact on the health 
and quality of life patients. In various countries of the world, according to various sources, from 10 to 40% of 
the population suffers. Allergic rhinitis is a serious medical, social and economic problem. In addition, allergic 
rhinitis, especially with multiple sensitization and insufficiently controlled course, is an independent risk factor 
for recurrence of respiratory infections and the development of bronchial asthma, and also significantly reduces 
the quality of life patients.

AR is a multifactorial disease in the development of which many factors play a role. The basis of the path-
ological process in AR is IgE--dependent mucosal inflammation, which is realized under the influence of 
specific and nonspecific mechanisms and has a Th2 character. The tissues and organs involved in the process 
determine the formation of complex mechanisms of interaction between the immune, microcirculatory and 
autonomic nervous systems.

The inflammatory process in AR is characterized by a number of features, for example, the presence of 
minimal persistent inflammation and the priming effect, which in turn is a predisposing factor for the clinical 
onset and progression of AR. Microcirculatory mechanisms are of great pathogenetic significance in the devel-
opment of allergic inflammation, including in AR.

Depending on the leading pathognomonic trait, it is now customary to distinguish individual phenotypes 
and endotypes of AR.

The phenotype covers the clinically significant properties of AR, but does not reveal the detailed mecha-
nisms of its development, on the basis of which a personalized algorithm for prevention, treatment and prog-
nosis can be created.

And the autonomic nervous system is responsible for setting links between the body, ambient and internal 
environment through the regulation of metabolism, functioning of organs and tissues based on changes in this 
environment; it also provides the integration of all organs into a single whole acting as one of the main body’s 
adaptive systems.

Since the autonomic nervous system governs the body and homeostasis uniting separate pathogenetic links 
of disease progression and sets the basis for structural and functional unity. In light of this, the failure of neuro-
regulatory mechanisms takes the lead among the causes of systemic changes in the microvasculature, which, in 
turn, reflects general pathogenetic processes in the body. The regulatory mechanism is implemented through 
nerves and reflexes by different neurohumoral factors, their nature has been studied under experimental condi-
tions and is beyond doubt to date. 

The study of the main indicators of microcirculation and the autonomic nervous system among children 
with allergic rhinitis in various combinations with concomitant pathology will highlight new AR phenotypes 
and select an individual treatment and rehabilitation plan for these children.

Keywords: allergic rhinitis, children, microcirculation, capillaroscopy, autonomic nervous system, phenotype
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Introduction
Allergic rhinitis (AR) is one of the most com-

mon diseases among children [1, 8, 9]. Studying 
the features of the course, diagnosis and treatment 
of AR among children in various phenotypic varia-
tions and in different age groups allow not only to 
optimize approaches to treatment but also to prevent  
AR [6, 10].

AR is a multifactorial disease in the development 
of which many factors play a role. Microcirculatory 
mechanisms have an important pathogenetic value in 
the development of allergic inflammation [3, 5, 12].

At the top of the regulation of the functioning of 
the body is the higher nervous system, combining in-
dividual pathogenetic links in the development of dis-
eases and causing structural and functional unity [2, 
11]. Therefore, the study of the pathogenetic interac-
tion of the microvascular bed with an imbalance of 
the autonomic nervous system is a promising direc-
tion in the formation of tactics for the management, 
monitoring and early diagnosis of children with AR, 
in various combinations with concomitant patho
logy  [4, 7]. In AR, it is the concomitant pathology 
that determines the course of the inflammatory pro-
cess and forms individual phenotypes. An imbalance 
in the microcirculation system and dysfunction of the 
autonomic nervous system is also associated with the 
comorbid pathology in AR, which can be used as di-
agnostic criteria for various forms of AR.

Materials and methods
In the clinic, 39 children with allergic rhinitis from 

3 to 8 years old were examined. All children under-
went assessment of the state of the microvasculature 
using computer capillaroscopy of the nail bed with the 
determination of a number of indicators (length of the 
arterial and venular parts of the capillaries; uneven 
caliber of the arterial and venular parts of the capillar-
ies; diameter between the capillaries; diameter of the 
arterial and venular parts of the capillaries; distance 
between the arterial and venular parts of the capillar-
ies ; extent of the perivascular zone). The state of the 
autonomic nervous system was assessed by the results 
of conducting heart rate variability for 3 minutes us-
ing the Kardiovisor-6C hardware complex (Medical 
Computer Systems LLC, Russia).

All children were divided into 2 groups: group 1 – 
20 children with AR in combination with herpetic 
infection and/or pathogenic microflora in nasopha-
ryngeal swabs exceeding 106 and group 2 – 19 chil-
dren with AR. Groups were comparable by age. The 
control group (C gr.) Included 25 practically healthy 
children assigned to I-II health groups and not hav-
ing a disease for 2 months before the study. The re-
sults were processed using the SPSS 14.0 software  
(SPSS Lab., USA).

Results and discussion
When conducting capillaroscopy among children 

with AR, morphological changes in the microvascu-
lature were revealed in the form of an increase in the 
number of microvessels per unit of the observed area, 
changes in the shape and presence of vascular micro-
complexes formed from several adjacent capillaries, in 
contrast to children from C gr., where the vessels were 
clearly oriented and ordered (p < 0.05). The revealed 
changes were more pronounced among children of gr. 
2 – Microaneurysms and extravasases were often de-
termined.

Among children with AR, in comparison with 
C gr., changes in the parameters of the microvascu-
lature were determined, such as the expansion of 
the venular part of the capillaries (49.3±2.7 μm and 
41.6±2.5 μm, respectively; p  <  0,05), a decrease in 
the length of the arterial part of the capillary (children 
with AR – 180.5±10.3 μm, C gr. – 197.91±5.49 μm; 
p  <  0.05), an increase in the length of the perivas-
cular zone less than 90 μm, in C gr. – 99.6±7.3 μm. 
Moreover, among children with concomitant pathol-
ogy, these changes were less pronounced. Changes in 
microcapillaries among children of gr. 2 are charac-
terized as uniform and smooth, as expressed through-
out the capillary, while among children gr. 1 changes 
were intermittent and expressed in individual sections 
of the capillaries. The tendency to homogeneous ex-
pansion and dilatation of the arterial section of the 
capillary caused a decrease in the distance between 
the adducting and outlet parts of the capillaries (chil-
dren with AR – 12.8±1.3 μm, C gr – 15.9±5.0 μm; 
p  >  0.05) Presumably, these changes are compensa-
tory in nature and may be associated with a violation 
of the regulatory influence of the autonomic nervous 
system.

When assessing the results of heart rate variability 
among children with AR, significant changes were 
revealed in comparison with healthy children, in 
particular, the indicator reflecting long-term compo-
nents and circadian rhythms (SDNN) was the highest 
(gr. 1 – 43.5±2.5, gr. 2 – 37.4±3.1, C gr. – 31.2±2.7, 
p  <  0.05), the RMSSD indicator reflecting the ac-
tivity of the parasympathetic link was more elevated 
among children from gr. 2 (45.3±3.8), compared with 
children from gr. 1 (38.2±2.5) and C gr. (28.8±4.5). 
All children with AR showed a slight decrease in the 
spectrum of low-frequency (LF) and increased high-
frequency (HF) components p  >  0.05 but the ratio 
of LF/HF had a clear tendency to decrease in both 
groups of children with AR (children with AR  – 
3,11±0.82, healthy children  – 4.03±0.69). The de-
termination of the IS indicator (stress index), which 
determines the degree of dominance of central regu-
lation mechanisms over autonomous ones, revealed 
a sharp decrease in this indicator of gr. 1 190.5±20.7 
than in gr. 2 and C gr., respectively 240.5±15.4 and 
303.9±20.8, p < 0.05.



172

Tataurschikova N.S., Berezhansky P.V.
Татаурщикова Н.С., Бережанский П.В. 

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

References
1.	 Akdis C.A., Hellings P.W., Agache I. Global atlas of allergic rhinitis and chronic rhinosinusitis. Zurich, 

Switzerland: European Academy of Allergy and Clinical Immunology, 2015. 422 р.
2.	 Akselrod S. Components of heart rate variability: basis studies. Heart Rate Variability, 1995, № 12,  

pp. 147-163.
3.	 Berezhansky P.V., Berezhanskaya Yu.S. Modern features of the pathogenesis of bronchial asthma and 

the contribution of microcirculation in the development of chronic allergic pathology. Materials of international 
scientific-practical conference “Modern strategies and technologies for the prevention, diagnosis, treatment and 
rehabilitation of patients of different ages suffering from chronic non-infectious whitening”, 2018,  pp. 113-126.

4.	 Berezhansky P.V., Turchaninov S.O. A method for diagnosing the state of the capillary bed in various 
diseases in children. Acoustic-optical and radar methods for measuring and processing information: materials of 
the 12th International Scientific and Technical Conference, 2019, pp.104-106.

5.	 Korzheva I.Iu., Iakovlev V.N., Mumladze R. B., Rozikov Iu.Sh., Duvanskiĭ V.A. Blood microcirculation 
disorder in patients with microcirculation study. Allergy Rhinol. (Providence), 2018, Vol. 9, pp. 1-9.

6.	 Lee E., Hong S.J. Phenotypes of allergic diseases in children and their application in clinical situations. 
Korean J. Pediatr., 2019, Vol. 62, no. 9, pp. 325-333.

7.	 Ozsutcu M., Ozkaya E., Demir A., Erenberk U., Sogut A., Dundaroz R. Pupillometric assessment of 
autonomic nervous system in children with allergic rhinitis. Med. Princ. Pract., 2013, Vol. 22, no. 5, pp. 444-448.

8.	 Roberts G., Xatzipsalti M., Borrego LM, Custovic A., Halken S., Hellings P.W., Papadopoulos N.G., 
Rotiroti G., Scadding G., Timmermans F., Valovirta E. Paediatric rhinitis: position paper of the European Academy 
of Allergy and Clinical Immunology. Allergy, 2013, Vol. 68, pp. 1102-1116.

9.	 Tataurshchikova N. Rational pharmacotherapy in cases of mucosal immunity pathologies among patients 
suffering from allergic rhinitis. Bulletin of Otorhinolaryngology, 2013, no. 5, pp. 93-97. (In Russ.)

10.	 Tataurschikova N.S. Features of allergic inflammation in the assessment of phenotypes of allergic rhinitis. 
Farmateka, 2018, no. 1, pp. 12-15. (In Russ.)

11.	 Undem B.J., Taylor-Clark T. Mechanisms underlying the neuronal-based symptoms of allergy. J. Allergy 
Clin. Immunol., 2014, Vol. 6, pp.1521-1534.

12.	 Wiernsperger N., Rapin J.R. Microvascular diseases: is a new era coming? Cardiovasc. Hematol. Agents Med. 
Chem., 2012, Vol. 6, pp. 167-183.

Авторы:

Татаурщикова Н.С. – д.м.н., профессор, заведующая 
кафедрой медико-социальной адапталогии, профессор 
кафедры аллергологии и иммунологии ФГАОУ ВО 
«Российский университет дружбы народов», Москва, 
Россия 

Бережанский П.В. – к.м.н., врач-педиатр ГБУЗ МО 
«Одинцовская областная больница», г. Одинцово, 
Московская обл., Россия

Authors:

Tataurschikova N.S., PhD, MD (Medicine), Professor, Head, 
Department of Medical and Social Adaptalogy, Professor, 
Department of Allergology and Immunology, Peoples’ 
Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation  

Berezhansky P.V., PhD (Medicine), pediatrician, Odintsovo 
Regional Hospital, Odintsovo, Moscow Region, Russian 
Federation

Поступила 04.04.2020 
Принята к печати 11.05.2020

Received 04.04.2020 
Accepted 11.05.2020

Conclusion
As we see, all children with AR have changes in 

the microvasculature, which vary depending on the 
concomitant pathology. Among these children, reac-
tive changes in autonomic regulatory systems are ob-
served toward an increase in the dominance of cen-
tral regulation mechanisms and the predominance of 
parasympathetic tone. Children with AR with con-
comitant pathology do not show a pronounced para-

sympathetic effect, unlike children with AR and chil-
dren without concomitant pathology, which should be 
taken into account when drawing up a plan for per-
sonalized treatment and rehabilitation. Evaluation of 
the microcirculation system by direct capillaroscopy 
is a non-invasive and effective diagnostic method, as 
well as economically attractive, which is sufficient 
reason to include it in the recommendations for the 
diagnosis of AR phenotypes.
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ОСОБЕННОСТИ ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ 
ЖЕНЩИН С РЕПРОДУКТИВНЫМИ НАРУШЕНИЯМИ 
В УСЛОВИЯХ ИЗБЫТОЧНОЙ КОНТАМИНАЦИИ БИОСРЕД 
ГИДРОКСИБЕНЗОЛОМ
Казакова О.А., Долгих О.В.
ФБУН «Федеральный научный центр медико-профилактических технологий управления рисками здоровью 
населения», г. Пермь, Россия

Резюме. Избыток активности цитокинов, как и их дефицит, формируют регуляторный дисбаланс 
иммунной системы, что может привести к стойкому воспалению и, как следствие, потере беремен-
ности. Цель исследования – изучение особенностей экспрессии цитокинов в развитии эндометриоза 
у женщин в условиях избыточной контаминации биосред гидроксибензолом. 

В исследовании принимало участие 106 женщин репродуктивного возраста, разделенные на 4 груп-
пы по двум критериям: наличие либо отсутствие репродуктивных нарушений (эндометриоз), а также 
степени контаминации крови женщин гидроксибензолом по отношению к референтному диапазо-
ну. Все группы сопоставимы по возрасту, этнической принадлежности, социальному статусу. Уровень 
фенола в крови определялся методом газовой хроматографии. Уровни цитокинов определялись мето-
дом иммуноферментного анализа. Использование элементов параметрической и непараметрической 
статистики для оценки результатов исследования, а также поправки на множественные сравнения 
Бонферони позволило установить значимые различия между группами по уровням IL-1β, IL-8, IL- 10. 
Установлено, что экспрессия интерлейкина 8 (IL-8) у женщин с эндометриозом достоверно выше, 
чем у здоровых (p < 0,05). В то же время наблюдаемые особенности экспрессии IL-8, интерлейкина 
1β (IL-1β) сочетаются с гиперпродукцией интерлейкина 10 (IL-10), ассоциированной с избыточной 
контаминацией биосред гидроксибензолом. Результаты использования непараметрического корре-
ляционного анализа полученных данных по Спирмену выявили положительную корреляционную 
зависимость продукции IL-10 от уровня гидроксибензола в крови, а также обратную зависимость 
IL-10 от экспрессии IL-8. Таким образом, получено подтверждение участия экзогенного эстрогена 
гидроксибензола в развитии репродуктивных нарушений, формируемых при активном участии ги-
перэкспрессии противовоспалительного цитокина IL-10, запускающего через антагонизм провоспа-
лительным медиаторам (IL-8) переход острой фазы эндометриоза в хроническую, снижая тем самым 
репродуктивный потенциал женщин. Известно, что экспрессия IL-8 достоверно коррелирует с разви-
тием эндометриоза, но избыток фенола увеличивает экспрессию противовоспалительного IL-10, тем 
самым подавляя активность IL-8. Подавление активности провоспалительных цитокинов фенолом 
ведет к хронизации воспаления и нарушению репродуктивных функций.

Ключевые слова: цитокины, интерлейкины, гидроксибензол, репродукция, эндометриоз
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CYTOKINE PROFILE FEATURES IN WOMEN WITH 
REPRODUCTIVE DISORDERS EXPOSED TO 
EXCESSIVE ENVIRONMENTAL CONTAMINATION WITH 
HYDROXYBENZENE
Kazakova O.A., Dolgikh O.V.
Federal Scientific Center for Medical and Preventive Health Risk Management Technologies, Perm, Russian Federation

Abstract. Excessive activity of cytokines, as well as their deficiency, promote a regulatory imbalance of 
immune system, which may cause persistent inflammation and, as a consequence, loss of pregnancy. The 
purpose of our work was to study the role of cytokine expression in the development of endometriosis in women 
exposed to excessive environmental contamination with hydroxybenzene. The study involved 106 women 
of reproductive age, divided into 4 groups according to two criteria: the presence or absence of reproductive 
disorders (endometriosis), as well as levels of blood contamination with hydroxybenzene compared to the 
reference ranges. The groups of women were comparable in age, ethnicity, and social status. The level of 
phenol in blood was measured by gas chromatography, and the cytokine levels were determined by enzyme 
immunoassay. The use of parametric and nonparametric statistical criteria as well as adjustments for multiple 
Bonferoni comparisons, allowed us to establish significant differences between the groups, according to the 
levels of IL-1β, IL-8, IL-10. The expression of interleukin 8 (IL-8) in women with endometriosis was found 
to be significantly higher than in healthy ones. At the same time, the observed features of IL-8, interleukin 
1β (IL-1β) expression correlate with the overproduction of interleukin 10 (IL-10) associated with excessive 
contamination of bio-environments with hydroxybenzene. The results of using non-parametric correlation 
analysis of the Spearman data revealed a positive correlation between IL-10 production and hydroxybenzene 
levels in the blood, as well as inverse relationship between IL-10 and IL-8 expression. Thus, evidence has 
been obtained of the involvement of exogenous estrogen hydroxybenzene in development of reproductive 
disorders, probably, formed under active participation of increased anti-inflammatory IL-10 cytokine, which, 
by antagonism to proinflammatory mediators (e.g., IL-8), seems to promote apparent transition from acute 
phase of endometriosis to chronic disorder, thus reducing the reproductive potential of women. It is known 
that IL-8 expression significantly correlates with development of endometriosis, but excessive phenol exposure 
may increase the anti-inflammatory IL-10 expression, thereby suppressing the activity of IL-8. Suppressed 
activity of proinflammatory cytokines by phenol may lead to chronic inflammation and impaired reproductive 
functions.

Keywords: cytokines, interleukins, hydroxybenzene, reproduction, endometriosis

Введение
Репродуктивное здоровье – один из аспектов 

благополучной жизни в современном обществе, 
а влияние таких ксенобиотиков, как ароматиче-
ские углеводороды – гидроксибензолы и их про-
изводные, способны оказать негативное воздей-
ствие на репродуктивный потенциал женщин. 
Влияние вредных химических факторов являет-
ся экологически принудительной составлящей, 
способной рано или поздно, невзирая на самый 
здоровый образ жизни, привести к негативным 
последствиям [2], а в случае с репродуктивной 
системой таким последствием является развитие 
патологий ведущих к бесплодию. 

Гидроксибензолы  – группа наиболее рас-
пространенных экзогенных гаптенов, которые 
формируют фоновое загрязнение атмосферно-

го воздуха городской среды [1]. Известно, что 
гидроксибензолы (фенолы), обладая гормоно-
подобными свойствами, не только замещают 
натуральные стероидные гормоны, но также ока-
зывают разнонаправленное действие на иммун-
ную систему, которое проявляется как в имму-
ностимулировании, так и в иммуносупрессии [4, 
18]. 

Нарушение иммунного ответа осложняет 
процесс имплантации трофобласта в ткани эн-
дометрия, что связано с формированием воспа-
лительных процессов в полости матки, таких как 
эндометриоз.

Исследования Harada и соавт. показали, что 
перитонеальная жидкость женщин с диагнозом 
«эндометриоз» содержит большое число макро-
фагов, секретирующих факторы роста и цитоки-
ны. Считается, что цитокины имеют определен-
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ную роль в развитии данной патологии, ведущей 
к развитию женского бесплодия [11] 

Azizieh F. и Raghupathy R. в своем исследова-
нии нормальных и осложненных беременностей 
сообщают об изменении уровня цитокинов в 
крови женщин, когда беременность, осложнен-
ная репродуктивной патологией, характеризо-
валась пониженным уровнем цитокина IL-10, 
тогда как нормальная беременность сопровожда-
ется высоким уровнем IL-10 [3], что ранее было 
показано в исследовании Denney M.J. и соавт. о 
повышении уровня противовоспалительных ци-
токинов (IL- 10) и снижении провоспалительных 
цитокинов (TNF, IL-1β) у женщин при нормаль-
ном течении беременности [9]. В исследовании 
других авторов изменение уровня IL-10 было ас-
социировано с материнской иммунотолерантно-
стью [8], изменение уровня IL-8 и его рецепторов 
вовлечены в патогенез эндометриоза [17], изме-
нение уровня экспрессии TNF ассоциировано с 
нарушением апоптоза клеток в эндометрии, что 
ведет к их имплантации в эндометрий и разроста-
нии вне матки, что провоцирует развитие эндо-
метриоза [5]. 

Таким образом, вопрос об участии цитокинов, 
как медиаторов иммунной системы в развитии 
репродуктивной патологии – эндометриоз, явля-
ется весьма актуальным.

Временные и пространственные аспекты фор-
мирования воспалительных реакций репродук-
тивных органов женщины, курируемых иммуни-
тетом, представляют сложный процесс, который 
при неправильном функционировании может 
привести к осложнениям для наступления бере-
менности [7], а также развитию бесплодия. 

На сегодняшний день роль гидроксибензола в 
развитии репродуктивных нарушений, таких как 
эндометриоз, у женщин недостаточно изучена. 
Особый интерес представляет особенность моди-
фицированного гидроксибензолом цитокиново-
го профиля у женщин репродуктивного возраста 
в условиях экзогенного поступления.

Цель  – провести анализ особенностей цито-
кинового профиля женщин с репродуктивными 
нарушениями в условиях избыточной экспози-
ции гидроксибензола.

Материалы и методы
Исследование представлено выборкой из 200 

женщин фертильного возраста 19-42 года, про-
живающих в условиях аэрогенного воздействия 
гидроксибензолом на уровнях, превышающих 
допустимые > 1,0 ПДКс.с. Выборка поделена на 
4 группы: «Наблюдение» – 60 женщин в возрасте 
31,2±0,9 лет, с эндометриозом и уровнем гидрок-
сибензола в крови выше максимального значе-
ния референтного диапазона 0,016 мг/см3; «Срав-

нение 1»  – 60 женщин в возрасте 31,2±0,8  лет, 
с эндометриозом и уровнем гидроксибензола 
в крови в пределах референтного диапазона 
0-0,016 мг/ см3; «Сравнение 2» – 39 условно здо-
ровых женщин в возрасте 33,1±1,1 лет, с уровнем 
гидроксибензола в крови выше максимального 
значения референтного диапазона 0,016 мг/см3; 
«Сравнение 3» – 41 условно здоровая женщина в 
возрасте 34,1±0,9 лет, с уровнем гидроксибензола 
в крови в пределах референтного уровня. Жен-
щины, формирующие анализируемые группы, 
сопоставимы по возрасту, этнической принад-
лежности, социальному статусу. 

Уровень гидроксибензола в крови определял-
ся методом газовой хроматографии на приборе 
«Кристалл 5000». Определялись следующие им-
мунологические показатели: IL-1β, IL-6, IL-8, 
IL-10, TNF методом иммуноферментного анали-
за с использованием тест-систем «Вектор-Бест» 
на приборе Elx808IU (США).

Статистическая обработка данных произво-
дилась в программе Statistica 10.0 (StatSoft). Для 
выборок оценивались: N  – число, X  – среднее, 
SD  – стандартное отклонение, SE  – стандарт-
ная ошибка. Для сравнения групп использовался 
параметрический критерий t-Стьюдента и не-
параметрический критерий U Манна–Уитни, а 
также непараметрический критерий Спирмена 
для оценки зависимости показателей. При ис-
пользовании статистических моделей исследова-
ния произведено 5 парных сравнений для уровня 
экспрессии каждого исследуемого цитокина, по 
этой причине использована поправка Бонферо-
ни для парных сравнений, установившая крите-
рий значимости менее 1%, т.е. p < 0,01 (1-95^1/n), 
которая позволяет избежать ошибки первого 
рода «ложная тревога».

Результаты
В результатае проведенных исследований, с 

учетом поправки Бонферони, были определены 
следующие значимые различия в показателях ци-
токинового профиля между группами женщин, 
имеющих репродуктивную патологию и избы-
точную контаминацию гидроксибензолом выше 
референтного диапазона с группой: 

–	 женщин, имеющих репродуктивную 
патологию, не контаминированных гидрок-
сибензолом («Сравнение 1»), в виде снижения 
провоспалительного цитокина IL-6 в 3,6 раза и 
противовоспалительного цитокина IL-10 в 5,9 
раза (согласно U-критерию, при уровне значи-
мости p < 0,01);

–	 женщин условно здоровых с избыточной 
контаминацией гидроксибензолом («Сравнение 
2»), в виде понижения уровня провоспалительно-
го цитокина IL-6 в 3,4 раза и повышения уровня 
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ТАБЛИЦА 1. ОСОБЕННОСТИ ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ ЖЕНЩИН С РЕПРОДУКТИВНЫМИ НАРУШЕНИЯМИ

TABLE 1. FEATURES OF CYTOKINES PROFILE OF WOMEN WITH REPRODUCTIVE DISORDERS

Показатель
Parameter

Норма
Norm

Наблюдение
Observation

Сравнение 1
Comparison 1

Сравнение 2
Comparison 2

Сравнение 3
Comparison 3

IL-1ββ 0-11 1,8459±0,4979* 1,4206±0,4811* 2,4734±0,8655* 4,7424±0,5712*
IL-6 0-10 0,8781±0,458* 3,1340±0,8229* 3,0142±0,3506* 1,7200±0,1670
IL-8 0-10 8,99±1,53 20,26±4,82*↑** 5,73±0,68 3,31±0,33*
IL-10 0-20 4,3304±3,2502* 0,7450±0,5007* 1,9989±0,1311 1,6278±0,3338*
TNF 0-6 1,4209±0,4577* 2,9529±0,7851* 1,1399±0,0957* 1,0275±0,0773*

Примечание. * – нормальное распределение, ↑ – значение выше верхней границы нормы, ** – значимые различия 
с нормой.

Note.*, normal distribution; ↑, value above the upper limit of the norm; **, significant deviation from the norm.

ТАБЛИЦА 2. ПАРАМЕТРИЧЕСКИЕ И НЕПАРАМЕТРИЧЕСКИЕ МОДЕЛИ ИССЛЕДОВАНИЯ РАЗЛИЧИЙ МЕЖДУ 
ГРУППАМИ ЖЕНЩИН С РЕПРОДУКТИВНЫМИ НАРУШЕНИЯМИ И ИЗБЫТОЧНОЙ КОНТАМИНАЦИЕЙ БИОСРЕД 
ГИДРОКСИБЕНЗОЛОМ

TABLE 2. PARAMETRIC AND NON-PARAMETRIC MODELS OF STUDY OF DIFFERENCES IN GROUPS OF WOMEN WITH 
REPRODUCTIVE DISORDERS AND EXTRA CONTAMINATION OF BIOLOGICAL MEDIA WITH HYDROXYBENZENE

Показатель
Parameter

Наблюдение / Сравнение 1
Observation / Comparison 1

t df p U Z p
IL-1ββ 0,60 51 0,5513 257,0 1,51 0,1317

IL-6 -1,75 34 0,0884 47,5 -3,07 0,0021

IL-8 -2,03 45 0,0478 220,5 1,11 0,2658

IL-10 1,25 47 0,2168 155,0 2,80 0,0051

TNF -1,52 51 0,1357 311,0 -0,53 0,5944

Показатель
Parameter

Наблюдение / Сравнение 2
Observation / Comparison 2

t df p U Z p
IL-1ββ -0,64 40 0,5240 184,5 -0,88 0,3781

IL-6 -3,28 40 0,0021 53,0 -3,35 0,0008

IL-8 1,91 21 0,0625 157,5 -1,35 0,1750

IL-10 0,93 54 0,3566 202,5 -2,78 0,0054

TNF 0,59 41 0,5599 196,5 -0,83 0,4088

Показатель
Parameter

Наблюдение / Сравнение 3
Observation / Comparison 3

t df p U Z p
IL-1ββ -3,58 53 0,0008 151,00 -3,63 0,0003

IL-6 -2,15 45 0,0373 89,00 -2,73 0,0064

IL-8 4,43 21 0,0000 179,50 2,95 0,0031

IL-10 1,08 55 0,2853 344,50 -0,55 0,5851

TNF 0,97 49 0,3389 281,00 -0,71 0,4757

Примечание. Значимыми считались сравнения с учетом поправки Бонферрони, когда p < 0,01 (менее 1%).

Note. Comparisons were considered significant with the Bonferroni correction  when p < 0.01 (less than 1%).
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содержания противовоспалительного цитокина 
IL-10 в 2,2 раза (согласно U-критерию, p < 0,01);

–	 женщин условно здоровых, не контами-
нированых гидроксибензолом («Сравнение 3»), в 
виде снижения уровня провоспалительного цито-
кина IL-1β в 2,6 раза (согласно t-критерию), сни-
жения провоспалительного цитокина IL-6 в 2,0 
раза, а также повышением провоспалительного 
хемокина IL-8 в 2,7 раза (согласно U-критерию 
при уровне значимости p < 0,01).

Уровень цитокина TNF не имел ни одной за-
висимой ассоциации при сравнительной оценке 
исследуемых групп, согласно поправке Бонферо-
ни (табл. 1, 2).

Корреляционная модель зависимости Спир-
мена была использована для оценки условий мо-
дифицирующего влияния гидроксибензола на 
экспрессию цитокинов, которая позволила уста-
новить прямую зависимость уровня экспрессии 
IL-10 от уровня контаминации гидроксибензо-
лом крови у исследуемых лиц (r = 0,37; p < 0,001), 
т.е. рост уровня экспрессии противовоспалитель-
ного цитокина IL-10 ассоциирован с увеличени-
ем концентрации гидроксибензола (гидрокси-
бензола) в биосредах. 

Обсуждение
Наступление беременности сложный скоор-

динированный процесс, который требует сла-
женной работы всех систем организма, особенно 
медиаторов иммунной системы – цитокинов.

Дисбаланс цитокиновой активности может 
способствовать развитию хронического воспале-
ния, такого как эндометриоз [3, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 13, 
15, 16, 17].

Feghali CA и соавт. еще в 1997 году определили 
IL-1β, IL-6, IL-8 и TNF как медиаторы, участву-
ющие при остром воспалении, а IL-10 как цито-
кин хронического воспаления [10].

Влияние на уровни экспрессии реализует-
ся через нарушение гормонального баланса как 
результат аддитивного эффекта эстрогенов и 
IL-1β, которые стимулируют эндометриальную 
экспрессию сигнальных молекул интерферонов 
при их совместном прайминге эндометриальной 
функции, модулируя иммунный ответ у женщин 
на ранних сроках беременности, что верифици-
ровано настоящим исследованием как угнетение 
экспрессии IL-1β в условиях избыточной конта-
минации гидроксибензолом [12].

Техногенный эстроген (гидроксибензол), дей-
ствующий как симулятор натуральных эстроге-
нов по принципу обратной связи, модулирует 
уровень эстрадиола. Модификация нормально-
го уровня эстрадиола также ведет к изменению 
уровня прогестерона, который участвует в ин-
гибировании IL-8 и других хемокинов в эндоме-
трии [16].

Krasnyi A.M. и соавт., которые исследовали 
уровни цитокинов (IL-6, IL-8, IL-10, TNF и др.) 
в сыворотке крови женщин с эндометриозом, со-
общают, что развитие эндометриоза может быть 
обусловлено недостаточностью как противовос-
палительной, так и провоспалительной активно-
стью макрофагов [13]. 

Цитокин IL-6, как и другие провоспалитель-
ные медиаторы, также принимает участие в раз-
витии эндометриоза, что было показано в иссле-
довании Li S и соавторов, где авторы сообщают 
об увеличении содержания IL-6 в перитонеаль-
ной жидкости, что способствует развитию эн-
дометриоза за счет повышения биоактивности 
IL-6 [14]. Данные результаты корреспондируют-
ся с результатами наших исследований как для 
женщин исключительно контаминированных 
гидроксибензолом, так и для женщин, характе-
ризующихся только рерподуктивной патологией.

Carmona F. и соавт. в исследовании сывороток 
женщин на уровни экспрессии цитокина IL-8, 
сообщают о его корреляции с развитием эндо-
метриоза, что свидетельствует в пользу высоко-
го прогностического значения IL-8 для развития 
данной патологии [6], что корреспондируется с 
результатами нашего исследования  – гиперпро-
дукция IL-8 с превышением референтных значе-
ний до 2 раз.

Из литературных источников известно, что 
эстрогены способны индуцировать B-клетки к 
выработке IL-10, что было показано в экспе-
рименте над лабораторными животными в ис-
следовании китайских ученых в 2016 году [15]. 
Настоящим исследованием верифицирована 
ассоциация избыточного уровня в биосредах ги-
дроксибензола (фенола), с высоким уровнем экс-
прессии IL-10 (p < 0,001), выступающего в роли 
антагониста провоспалительным цитокинам.

Таким образом, избыточная контаминация 
гидроксибензолом на фоне цитокинового дис-
баланса выступает в качестве фактора, который 
способствует развитию и хронизации процес-
са эндометриоза и нарушения репродуктивной 
функции женщин (бесплодие).
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ФАГОТЕРАПИЯ АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОЙ 
ПНЕВМОНИИ: ИММУНОМОДУЛЯЦИЯ ИЛИ 
ПЕРЕРАСПРЕДЕЛЕНИЕ?
Бочкарева С.С.1, Федорова И.М.1, Ершова О.Н.2, Котелева С.И.1, 
Капустин И.В.1, Бляхер М.С.1, Новикова Л.И.1, Алешкин А.В.1, 
Воробьев А.М.1
1 ФБУН «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Г.Н. Габричевского» Роспотребнадзора, Москва, Россия  
2 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр нейрохирургии имени академика 
Н.Н. Бурденко» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Наше сообщение касается наблюдений, сделанных в ходе лечения пневмонии индивиду-
ально подобранными бактериофагами у больных с ИСМП, находящихся на ИВЛ.

Обследовано 19 пациентов, находящихся на ИВЛ, состояние которых осложнилось антибиотико-
устойчивой пневмонией.

Лечение больных было дополнено фаготерапией, бактериофаги были подобраны индивидуально 
для каждого больного с учетом микробной этиологии заболевания (Pseudomonas aeruginosa, Кlebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter baumanii).

Иммунофенотипирование лимфоцитов крови проведено с помощью 2-3-параметровой проточной 
цитометрии. Функциональная активность лейкоцитов крови оценивалась по их способности проду-
цировать при культивировании IFNα и IFNγ. Уровень продукции интерферонов в собранных после 
культивирования супернатантах количественно оценивался как по их концентрации (метод ИФА, ре-
агенты ЗАО «Вектор-Бест-Европа»), так и по их биологической активности.

Статистическая обработка результатов проведена с использованием программы Statistica 6 по не-
параметрическому U-критерию Манна–Уитни.

В ходе успешной фаготерапии пневмонии индивидуально подобранными бактериофагами в крови 
пациентов отмечается преодоление лимфопении (в случаях, если она была) и увеличение как количе-
ства, так и функциональной активности лимфоцитов периферической крови у всех больных.

Зависимость между микробной нагрузкой (моно- или микст-инфекция, количество КОЕ возбу-
дителей пневмонии, потребность в повторных курсах фаготерапии) и степенью дефицита в тех или 
иных субпопуляциях лимфоцитов не была выявлена.

Достигнутая после одного курса фаготерапии активация иммунной системы сохранялась по край-
ней мере в течение 3 недель после прекращения введения фагов.

Ключевые слова: фаготерапия, влияние на иммунную систему, активированные Т-лимфоциты, NK-клетки, IFNγ, IFNα, 
антибиотикорезистентная пневмония
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PHAGE THERAPY IN ANTIBIOTIC RESISTANT PNEUMONIA: 
IMMUNOMODULATION OR REDISTRIBUTION?
Bochkareva S.S.a, Fedorova I.M.a, Ershova O.N.b, Koteleva S.I.a, 
Kapustin I.V.a, Blyakher M.S.a, Novikova L.I.a, Aleshkin A.V.a, 
Vorobiev А.М.a
a G.N. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation  
b N. Burdenko National Medical Research Center for Neurosurgery, Moscow, Russian Federation

Abstract. Our report concerns the observations made during the treatment of pneumonia with individually 
selected bacteriophages in HCAI patients on mechanical ventilation.

19 patients on mechanical ventilation whose condition was complicated by antibiotic-resistant pneumonia 
were examined.

The treatment of patients was supplemented with phage therapy, bacteriophages were selected individually 
for each patient, taking into account the microbial etiology of the disease (Pseudomonas aeruginosa, Кlebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter baumanii).

Immunophenotyping of blood lymphocytes was carried out using 2-3-parameter flow cytometry. The func-
tional activity of blood leukocytes was assessed by their ability to produce IFNα and IFNγ during cultivation. 
The level of interferons production in supernatants collected after cultivation was quantitatively evaluated both 
by their concentration (ELISA, reagents from “Vector-Best-Europe”, Russia) and by their biological activity.

Statistical processing of the results was carried out using the Statistica 6 program according to the nonpara-
metric Mann-Whitney U-test.

In the course of successful phage therapy with individually selected bacteriophages overcoming of lympho-
penia (if there was one) and an increase in both the number and functional activity of peripheral blood lympho-
cytes in all patients with pneumonia observed are noted.

The relationship between the microbial load (mono- or mixed infection, the number of CFU pathogens 
of pneumonia, the need for repeated courses of phage therapy) and the degree of deficiency in one or another 
subpopulation of lymphocytes was not detected.

Activation of the immune system achieved after one course of phage therapy was maintained for at least 3 
weeks after phage administration was discontinued.

Keywords: phage therapy, effects on the immune system, activated T lymphocytes, NK cells, IFNγ, IFNα, antibiotic-resistant 
pneumonia

Introduction
The development of pneumonia as a complication 

caused by health care associated infections (HCAI) 
(the earlier term is “nosocomial infections”) in pa-
tients who have been on artificial lung ventilation 
(ALV) for a long time (mechanical ventilation) is a 
significant problem, especially in cases of antibiotic 
resistance of pathogenic microflora.

The list of HCAI pathogens includes representa-
tives of various taxonomic groups of bacteria, viruses, 
protozoa and fungi. More than 90% of all nosocomial 
infections are of bacterial origin and, moreover, HCAI 
are usually caused by hospital strains of microorgan-
isms. The incidence rate of HCAI in resuscitation de-
partments and intensive care units is 5-10 times higher 
than in patients of other departments. HCAI patho-
gens are mostly antibiotic resistant and frequently 
there are multidrug resistant microorganisms [1, 14]. 
ALV-associated pneumonia develops in 5% of inten-
sive care unit patients.

The use of bacteriophages is a modern approach to 
the treatment of these types of complications caused 
by HCAI. [2]. In addition to the known specific lytic 
effect of phages against the corresponding target bac-
teria, there is literature evidence of other effects of 
phages in the human body, the immunomodulating 
effect in particular [5, 9, 10]. At the same time, the 
effect of phage therapy on the immune system is not 
well studied.

Our report concerns the observations made during 
the treatment of pneumonia with individually selected 
bacteriophages in HCAI patients on mechanical ven-
tilation.

Materials and methods
We examined 19 patients on mechanical ventila-

tion whose condition was complicated by antibiotic-
resistant pneumonia.

The treatment of patients was supplemented with 
phage therapy, bacteriophages were selected individu-
ally for each patient, taking into account the micro-
bial etiology of the disease (Pseudomonas aeruginosa, 
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Кlebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii) in full 
accordance with the algorithm protected by the Rus-
sian Federation patent for an invention [13].

Phage therapy course duration was 5 days. In some 
cases, it took more than one course of phage therapy 
and/or the use of bacteriophages cocktail.

The patient’s immune system state was assessed 
before the start of phage therapy and weekly after it 
began (a total of 2-5 times).

Immunophenotyping of blood lymphocytes was 
carried out using 2-3-parameter flow cytometry (re-
agents and equipment from “Beckman Coulter”, 
USA). Serum concentration of IgG, IgA, IgM was 
determined by turbidimetry (reagents from “Hu-
man”, Germany). The functional activity of blood 
leukocytes was assessed by their ability to produce 
IFNα and IFNγ during cultivation (stimulants are 
Newcastle disease virus and PHA, respectively; dos-
es and stimulation regimen were used in accordance 
with [6]). The level of interferons production in su-
pernatants collected after cultivation was quantita-
tively evaluated both by their concentration (ELISA, 
reagents from “Vector-Best-Europe”, Russia) and by 
their biological activity, in accordance with [6]. The 
biological activity of interferons was expressed in 
U/  ml which corresponded to the 1/titer of the aboli-
tion of the cytopathic effect of the virus on the human 
embryo lung fibroblasts after their incubation with 
supernatants of stimulated blood cell culture. Statisti-
cal processing of the results was carried out using the 
Statistica 6 program according to the nonparametric 
Mann–Whitney U-test.

Results and discussion
Before the start of phage therapy, half of the exam-

ined patients showed lymphopenia, a reduced num-
ber of cytolytic T lymphocytes (CTL), and NK cells. 
A decrease in the number of CTL in most patients was 
combined with an increase in the percentage of ac-
tivated cells among them (CD3+CD8+CD38+). A de-
crease in the number of T  helpers in the blood was 
detected in 68.4% of patients, but no increase in the 
number of activated ones was detected among them.

In comparison with the normal level, B  lympho-
cyte deficiency was registered in less than half of the 
patients, and a decrease in IgG concentration was de-
tected in the blood serum of 5 people (26.3%).

The decrease in the number of T helpers and CTL 
was accompanied by a decrease in their ability to pro-
duce IFNγ, which was discovered both by the con-
centration of IFNγ in the culture supernatants and by 
the biological activity of these supernatants, while the 
production of IFNα practically did not decrease.

The average values of these parameters, as well as 
their change immediately after the course of phage 
therapy are shown in the Table 1.

In Table 1 you can see that at the end of the one 
course of phage therapy, the average numbers and 
functional activity of lymphocytes increase, but most 
of the changes are not statistically significant. The 

reason for this is the probable effect on the immune 
system state of patients not only of pneumonia itself, 
but of factors associated with the underlying disease 
of the patients, which was the reason for their hospi-
talization. 

There was also some heterogeneity of patients ac-
cording to the nature of the response to phage thera-
py. Thus, in 9 people out of 19, airway sanitation was 
achieved after 1 course of treatment with one bacte-
riophage strain (group 1). However, the other 10 pa-
tients required 2-3 courses or a combination of several 
phages and some patients, in addition to the respira-
tory tract, required sanitation for another 1-2 infec-
tion loci (group 2).

The state of the immune system in both groups 
was similar: the proportion of patients with lympho-
penia and cell deficiency in individual subpopulations 
of lymphocytes was almost the same. However, some 
features can be noted.

The percentage of activated T  cells 
CD3+CD8+CD38+ was increased initially in patients 
of both groups, and the proportion of CD3+HLA- DR+ 
in group 2 was slightly lower than in group 1 (6.9 ver-
sus 10.9%), and after one course of phage therapy its 
increase was significant (15.0%, p = 0.023).

The initial level of IFNγ production in group 2 was 
also lower than in group 1 (1849 versus 4130 pg/ml), 
and after one course of phage therapy it increased sig-
nificantly (7688 pg/ml, p = 0.047), whereas in group 
1 the ability of leukocytes to produce IFNγ increased 
to a lesser extent (from 4130 to 5253 pg/ml).

To statistically evaluate the results obtained and at 
the same time take into account interindividual vari-
ability, the change in each parameter was analyzed by 
us not only in units of laboratory analysis, but also as a 
percentage of the initial state.

Table 2 in this aspect presents the dynamics of in-
dividual indicators for a period of 3 weeks after the 
start of phage therapy. From 19 patients, 11 were ob-
served by us for 3 or more weeks, including 5 people 
from group 1 and 6 people from group 2.

Table 2 demonstrates that immediately after the 
completion of one course of phage therapy, the num-
ber of lymphocytes in such subpopulations as T help-
ers and NK cells significantly increases. Considering 
whether there was a deficiency of these cells in each 
patient before the start of phage therapy and its level, 
the magnification rate was different, but on average 
it was 1.5 for T helpers and 1.5-2 times for NK cells. 

Functional activity of lymphocytes was also 
registered at a higher level. The percentage of 
CD3+HLA- DR+ increased immediately after 1 course 
of phage therapy and remained at this and higher 
level for 3 weeks of observation. The percentage of 
CD3+CD8+CD38+ increased to a lesser extent, but 
this parameter was already initially increased in pa-
tients compared to parameters of healthy people (see 
Table 1).

The ability of blood lymphocytes to produce IFNγ 
also increased after phage therapy and continued to 
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increase or remained at the achieved level through-
out the observation period, and the change in IFNα 
production did not occur in all patients and was not 
statistically significant.

Although the stimulating effect of bacteriophages 
on the immune system, shown in experiments in vivo 
and in vitro is known from the literature [4, 8, 10, 15], 
the changes that we observed in the immune status of 

patients after phage therapy would probably be more 
correctly regarded as not immunostimulation, but re-
distribution of lymphocytes between individual sites 
of the immune system.

It is believed that immune protection in the lungs 
is provided by both non-recirculating cells of innate 
immunity [3] and T cells. The role of memory T cells 
is to rapidly deploy a specific immune response, acti-

TABLE 1. CHANGE IN THE IMMUNE SYSTEM STATE OF PATIENTS AT THE END OF ONE COURSE OF PHAGE THERAPY

Before phage 
therapy

After
5-10 days Normal limits

Lymphocytes (103/ml) 1407 1698 1500-2800
T cells (CD3+, 103/ml) 1075 1276 1100-2000
T helpers (CD3+CD4+, 103/ml) 673 762 750-1200
CTL (CD3+CD8+, 103/ml ) 370 470 300-700
CD4+/CD8+ 2.12 1.83 1.6-3.00
B cells (CD3-CD19+, 103/ml ) 138 159 100-500
NK cells (CD3-CD16+CD56+, 103/ml ) 161 227 150-550

Activated T cells

CD3+CD69+ (%) 3.2 3.3 < 10

CD3+HLA-DR+ (%) 8.7 15.5* 
р = 0.03 < 10

CD3+CD8+CD38+ (%) 15.9 27.1* 
р = 0.04 < 10

Concentration 
in serum

IgG, mg/ml 9.3 – 7.6-18.9

IgM, mg/ml 1.2 – 0.5-3.4

IgA, mg/ml 2.4 – 0,8-3.5

IFNγγ production
concentration, pg/ml 2990 6785* 

р = 0.04 2000-25000

biol. activity, U/ml 15 24 32-128

IFNαα production
concentration, pg/ml 231 260 100-500
biol. activity, U/ml 110 130 160-640

Note. *, significant difference from the level before phage therapy.

TABLE 2. DYNAMICS OF THE IMMUNE SYSTEM STATE OF PATIENTS WITHIN 3 WEEKS AFTER PHAGE THERAPY

Indicator
Average value of changes in % of the initial state

just after in 2 weeks in 3 weeks

NK cells (CD3-CD16+CD56+) 188 
р = 0.01

206 
р = 0.02 135

T helpers (CD3+CD4+) 149 
р = 0.03 142 126 

р = 0.01

Activated T cells (CD3+HLA-DR) 157 
р = 0.04

227 
р = 0.01

211 
р = 0.03

Activated T cells (CD3+CD8+CD38+) 110 120 180

IFNγγ (biol. activity) 173 246 
р = 0.04

180 
р = 0.03

IFNαα (biol. activity) 108 
р = 0.03 107 98

Note. As for Table 1.
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vate the resident elements of the immune system, and 
attract circulating immune cells to the lungs [7]. It was 
shown that the outcome of a pulmonary infection as-
sociated with Pseudomonas aeruginosa depends on the 
number of T helpers and the polarization of the im-
mune response at their level [12], and NK cells are the 
main producers of IFNγ in the lungs and are rapidly 
activated for this purpose (within 1 day [11]).

It is possible that the decrease in antigenic load 
in the respiratory tract, achieved immediately with 
successful phage therapy, reduces the need for these 
cellular elements, and an additional number of lym-
phocytes, including activated ones, appear in the pe-
ripheral blood. The question of whether the state of 
the immune system after 3 weeks or more is associ-
ated with the immunomodulating effect of the bacte-
riophage remains open.

Conclusion
Thus, in the course of successful phage therapy 

with individually selected bacteriophages overcoming 
of lymphopenia (if there was one) and an increase in 
both the number and functional activity of peripheral 
blood lymphocytes in all patients with pneumonia.

The relationship between the microbial load 
(mono- or mixed infection, the number of CFU 
pathogens of pneumonia, the need for repeated 
courses of phage therapy) and the degree of deficiency 
in one or another subpopulation of lymphocytes was 
not detected.

Activation of the immune system achieved after 
one course of phage therapy was maintained for at 
least 3 weeks after phage administration was discon-
tinued.
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ОБЩАЯ ВАРИАБЕЛЬНАЯ ИММУННАЯ НЕДОСТАТОЧНОСТЬ: 
КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ
Собко Е.А.1, 2, Демко И.В.1, 2, Соловьева И.А.1, 2, Крапошина А.Ю.1, 2, 
Гордеева Н.В.1, 2, Аникин Д.А.1, Пронькина Н.С.2, Ищенко О.П.1, 2

1 ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет имени профессора В.Ф. Войно-
Ясенецкого» Министерства здравоохранения РФ, г. Красноярск, Россия  
2 КГБУЗ «Краевая клиническая больница», г. Красноярск, Россия

Резюме. Первичные иммунодефициты являются редкой врожденной патологией, связанной с не-
состоятельностью иммунной системы, проявляющейся нарушением ее функции. Эти дефекты при-
водят к повышенной восприимчивости пациентов к различным инфекционным агентам, а также 
появлению аутоиммунных, онкологических и других заболеваний. Первичные иммунодефициты от-
носят к редким болезням, что ранее ассоциировалось с плохим прогнозом высокого риска летально-
сти в детском возрасте. На сегодняшний день появление высокоэффективных методов лечения по-
зволило изменить течение и прогноз данных заболеваний. Все чаще врачи различных специальностей 
встречаются с данной патологией в повседневной практике, в том числе у взрослых. В связи с этим 
становится актуальной ранняя диагностика первичных иммунодефицитов у взрослых, что связано с 
подбором оптимальной терапии, предупреждением тяжелых поражений внутренних органов, опреде-
лением тактики ведения пациентов, а также необходимостью выявления наследственных нарушений 
и предоставления информации семье пациента. Зачастую несвоевременная верификация диагноза 
может привести к инвалидизации пациента и развитию необратимых, часто смертельных осложне-
ний. В данной работе представлен пример собственного клинического случая пациента с впервые 
установленным диагнозом: общая вариабельная иммунная недостаточность – наиболее частая форма 
первичного иммунодефита у взрослых. Симптоматика общей вариабельной иммунной недостаточ-
ности проявляется у пациентов в зрелом возрасте, но качественно собранный анамнез позволит ввы-
явить симптомы у пациентов еще в раннем детстве. Обычно имеется задержка в несколько лет между 
началом заболевания и постановкой диагноза, так как часто ставится ошибочный диагноз в связи 
с неспецифическими клиническими симптомами, напоминающими другие, более частые заболева-
ния. Прогноз у пациентов с общей вариабельной иммунной недостаточностью зависит от нескольких 
факторов: частоты инфекций, структурных нарушений в легких, возникновения аутоиммунных за-
болеваний и успешности профилактики инфекций. Таким образом, разнообразие клинических форм 
первичных иммунодефицитов, недостаточная осведомленность врачей о данной патологии, слож-
ность проведения иммунологического обследования в общей лечебной сети приводят к тому, что об-
щая вариабельная иммунная недостаточность длительно не диагностируется и больные не получают 
необходимой патогенетической терапии. Необходимо привлечь внимание врачей различных специ-
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альностей к тому, что причиной часто рецидивирующих воспалительных процессов различной лока-
лизации, плохо поддающихся адекватной традиционной терапии, могут быть изменения в иммунной 
системе, вплоть до врожденных, генетически обусловленных иммунодефицитов.

Ключевые слова: первичный иммунодефицит, общая вариабельная иммунная недостаточность, гипогаммаглобулинемия, 
иммунограмма, нормальный человеческий иммуноглобулин

COMMON VARIABLE IMMUNODEFICIENCY DISORDER: 
A CLINICAL CASE
Sobko E.A.a, b, Demko I.V.a, b, Solovyeva I.A.a, b, Kraposhina A.Yu.a, b, 
Gordeeva N.V.a, b, Anikin D.A.a, Pronkina N.S.b, Ischenko O.P.a, b

a Krasnoyarsk State V. Voino-Yasenetsky Medical University, Krasnoyarsk, Russian Federation  
b Regional Clinical Hospital, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Primary immunodeficiency is a rare congenital pathology associated with failure of immune 
system, manifested by disturbances of its functions. These defects lead to increased susceptibility of patients to 
various infectious agents, as well as the development of autoimmune, malignant and other diseases. Primary 
immunodeficiency is classified as a rare disease, which was previously associated with a poor prognosis with a 
high risk of mortality in childhood. To date, the emergence of highly effective treatment methods has changed 
the course and prognosis of these diseases. Clinicians of various specialties increasingly meet with this pathology 
in everyday practice, including adult age cohorts. In this regard, early diagnosis of primary immunodeficiency 
in adults becomes relevant, being associated with choosing optimal therapy, prevention of severe internal 
organ damage, determination of management strategy for the patient, as well as the need to identify inherited 
disorders and provide information to the patient’s family. Delayed verification of the diagnosis may cause 
disability of the patient and development of irreversible, often fatal complications. This article presents our 
own clinical case with a newly diagnosed clinical condition: Common variable immunodeficiency disorder 
(CVID), the most common form of primary immunodeficiency in adults. The symptoms of common variable 
immunodeficiency disorder appear in these patients in adulthood, but a high-quality collected history of the 
disease will allow you to trace symptoms in the patients even since early childhood. There is a common gap 
for several years between the onset of the disease and clinical diagnosis, since erroneous diagnosis is often 
made due to non-specific clinical symptoms that resemble other, more frequent diseases. The prognosis of 
patients with CVID depends on several factors: frequency of infections, structural disorders in the lungs, the 
occurrence of autoimmune diseases and the success of infection prevention. Thus, a variety of clinical forms 
of primary immunodeficiency, lack of awareness of doctors about this pathology, complexity of immunological 
examination in the general medical network lead to the fact that CVID is not diagnosed for long terms, and 
patients do not receive the necessary pathogenetic therapy. There is a need for drawing attention of doctors 
of various disciplines to the fact that the recurrent inflammatory processes of various localization, which are 
difficult to respond to adequate traditional therapy, may be caused by changes in the immune system, including 
congenital, genetically determined immunodeficiency.

Keywords: primary immunodeficiency, common variable immunodeficiency disorder, hypogammaglobulinemia, immunogram, normal 
human immunoglobulin

В эпоху бурного развития фундаментальной 
и клинической иммунологии, все больше паци-
ентов, страдающих первичными иммунодефици-
тами (ПИД), своевременно получают лечение и 
доживают до взрослого возраста. Однако все еще 
остается низкая настороженность врачей по по-
воду данной патологии, встречаются пациенты, 
которые проходят сложный путь, зачастую из-
меряющийся годами. Это приводит к несвоевре-

менной диагностике и недостаточному лечению 
пациентов, страдающих ПИД [2, 4, 5]. В мире 
зарегистрировано около 27 тыс. случаев ПИД по 
данным регистров [7, 8, 9, 11].

Типичными проявлениями ПИД являются 
инфекционный синдром: грибковые, вирусные 
и бактериальные инфекции тяжелого течения; 
повышенный риск развития злокачественных 
новообразований, аутоиммунные заболевания. 
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Наиболее часто встречаемыми формами ПИД у 
взрослых являются «общая вариабельная иммун-
ная недостаточность» (ОВИН), селективный де-
фицит иммуноглобулина А (IgA) и агаммаглобу-
линемия с дефицитом В-клеток [12, 13].

Особенностью ОВИН является проявление 
заболевания в любом возрасте. Несмотря на ге-
нетическую природу данного состояния, дебют 
у большинства пациентов приходится на зрелый 
возраст (30-40 лет), когда настороженность вра-
чей в отношении ПИД снижается [1, 3, 6, 14].

Приведем собственное наблюдение пациента 
с впервые установленным диагнозом ОВИН.

Больной Н., 36 лет, в мае 2018 года участко-
вым терапевтом был направлен к клиническому 
иммунологу в поликлинику Краевой клиниче-
ской больницы г. Красноярска для уточнения 
диагноза. 

При обращении у пациента были жалобы на 
кашель со слизисто-гнойной мокротой до 300 мл 
в сутки, периодами температуру тела до 37,5, за-
ложенность носа, зеленовато-желтые выделения 
из носа, заложенность в ушах, гнойничковые вы-
сыпания на лице, быструю утомляемость, сни-
жение работоспособности, постоянное чувство 
слабости. 

 Пациент с детства страдает частыми простуд-
ными заболеваниями, относился к категории «ча-
сто болеющий ребенок», детский сад не посещал. 

С 2006 г. отмечает появление более частых про-
студных заболеваний до 10 раз в год с затяжным 
течением, с развитием длительной субфебриль-
ной лихорадки, гнойного бронхита и/или сину-
сита, требующих назначения антибактериальной 
терапии внутривенно. Рецидивы кандидоза сли-
зистой полости рта 4 раза в год. Герпетические 
высыпания на губах до 2 раз в год. С 2006 года 
частые обращения к оториноларингологу, ин-
фекционисту, терапевту с диагнозами: «внеболь-
ничная пневмония» 2013, 2015 гг., неоднократно 
«фолликулярная ангина» 2000, 2003, 2008, 2010, 
2015 гг., «двусторонний гнойный средний отит» 
2003, 2004, 2008, 2012 гг., «герпесвирусная инфек-
ция» 2010, 2013, 2015 гг., «хронический двусто-
ронний риносинусит», «хронический бронхит». 

В 2014 г. при обследовании по месту житель-
ства врачом-терапевтом была заподозрена «Им-
мунная недостаточность», было рекомендовано 
провести исследование иммунного статуса (ИС), 
однако полученные результаты никем не были 
интерпретированы. Пациент представил 2 имму-
нограммы (табл. 1).

Из анамнеза жизни обращает внимание, что 
пациент рос ЧДБ ребенком, не посещал детский 
сад в связи с частыми вирусными инфекциями. 
Был вакцинирован, согласно календарю приви-
вок, без осложнений. В 2010 г. – лямблиоз, был 
проведен курс лечения, наследственный анамнез 

ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ ИММУНОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ В ДИНАМИКЕ

TABLE 1. RESULTS OF IMMUNOLOGICAL RESEARCH IN DYNAMICS

Показатели
Indicators

2014 год
2014 year

2017 год
2017 year

Норма
Normal

Сывороточный IgA, мг/мл
Serum IgA, mg/ml 0,5▼ 0,19▼ 0,8-4,0

Сывороточный IgG, мг/мл
Serum IgG, mg/ml 2,73▼ 1,83▼ 5,3-16,5

Сывороточный IgM, мг/мл
Serum IgM, mg/ml 0,8 0,5 0,4-2,0

CD3+CD19+, % 57▼ 60▼ 61-85

CD3+CD4+, % 30▼ 30▼ 35-55

CD3+CD8+, % 35 37 19-35

CD3+CD19-, % 12,1 12 7-17

CD16 (NK-клетки), %
CD16 (NK cells), % 20,1▲ 26,2▲ 8-17

CD3+HLADR+, % 4,4 4,3 0,5-6,0

CD4+/CD8+ 1,2▼ 1,2 1,5-2,6
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по атопии, иммунопатологии не отягощен, вред-
ные привычки отрицает.

При объективном осмотре общее состояние 
относительно удовлетворительное. Телосложе-
ние нормостеническое. ИМТ = 24,93 кг/м2. Чи-
стые кожные покровы, нормальной влажности, 
нормальной окраски. Язык влажный, обложен 
бело-желтым налетом, зев чистый, миндалины не 
увеличены. Периферические лимфоузлы: в пра-
вой подмышечной области пальпируются увели-
ченные до 3 см, эластической консистенции, не 
спаянные с кожей, подвижные, безболезненные. 
Костно-мышечная система: без видимой дефор-
мации. Дыхание через нос затруднено. При ау-
скультации дыхание жесткое, хрипов не слышно. 
ЧД 18 в минуту. Сатурация 97%. Границы сердца 
перкуторно в норме, тоны сердца ясные, ритмич-
ные. АД на левой руке 120/72 мм рт. ст., пульс 72 
удара в минуту. Живот мягкий, безболезненный 
во всех отделах. Отеков нет. Почки не пальпиру-
ются, симптом XII ребра отрицательный с обеих 
сторон. 

В анамнезе частые инфекционные воспали-
тельные заболевания до 10 раз в год, более 2 си-
нуситов в год, фолликулярная ангина, рецидивы 
кандидоза слизистой полости рта до 4 раз в год, 
необходимость частого применения антибакте-
риальных препаратов, а также результатов им-
мунологического обследования в 2014 и 2017 г., 
выявивших низкий уровень иммуноглобулинов 
А, М и G, было высказано предположение о на-
личии у пациента первичного иммунодефицита. 

Для исключения других причин гипоиммуно-
глобулинемии пациенту провели дополнитель-
ные исследования. 

Общий анализ крови: эритроциты  – 
4,8  ×  1012/л, гемоглобин  – 131 г/л, тромбоци-
ты  – 252 ×  109/л, лейкоциты  – 5,18 ×  109/л, па-
лочкоядерные нейтрофилы 4%, сегментоядерные 
нейтрофилы 46%, лимфоциты 39%, эозинофилы 
2%, моноциты 8%, СОЭ 7 мм/ч. Биохимические 
показатели крови в пределах нормы. Результат на 
антинуклеарные антитела отрицательный (скри-
нинг к 26 антигенам). В общем анализе кала вы-
явлены цисты лямблий.

Мультиспиральная компьютерная томогра-
фия органов грудной клетки: Инфильтративных 
и очаговых изменений нет. Легочный рисунок 
структурен. Бронхи I-III порядка проходимы. 
Жидкости в плевральных полостях нет. Медиа-
стинальные лимфатические узлы не увеличены. 
Визуализируется пакет подмышечных лимфати-
ческих узлов справа размером 1,4 × 1,3 × 3,6 см. 
Средостение структурно, дополнительных об-
разований не выявлено. Костно-деструктивных 
изменений нет. По данным рентгенографии при-
даточных пазух носа изменений не выявлено. 

Спирография: ОФВ1 102-104%, ФЖЕЛ 102-107%, 
ОФВ1/ФЖЕЛ 84-81%. Заключение: после пробы: 
показатели функции внешнего дыхания (ФВД) 
в норме. Проба с сальбутамолом 400 мг: отрица-
тельная. Прирост ОФВ1 на 2%.

Результаты иммунологического обследова-
ния 2018 г.: CD3+CD4+ – 31,5%, абс. количество 
0,636  ×  109/л, CD3+CD19-  – 57%, абс. количе-
ство 1,15 ×  109/л, CD3+CD8+)  – 26%, абс. коли-
чество 0,525  ×  109/л, CD16  – 25,1%, абс. коли-
чество 0,507  ×  109/л, CD3+CD19-  – 12,1%, абс. 
количество 0,244 × 109/л, CD3+HLADR+ – 4,4%, 
ЦИК 0,019 опт.ед., иммунорегуляторный индекс 
(CD4/ CD8) – 1,2; сывороточный IgA 0,3 мг/мл, 
сывороточный IgG 2,13  мг/мл, сывороточный 
IgM 0,2 мг/мл, фагоцитарный индекс – 68%. 

Согласно данным ряда авторов, уровень IgG 
< 450 мг/дл, на фоне повышенной подверженно-
сти к инфекциям, аутоиммунным проявлениям, 
энтеропатиям, лимфопролиферации, при усло-
вии исключения вторичного генеза гипогамма-
глобулинемии, является диагностическим крите-
рием ОВИН для взрослых [10, 13]. 

Пациенту Н. на основании полученных дан-
ных был установлен предварительно диагноз 
«первичный иммунодефицит: общая вариабель-
ная иммунная недостаточность».

Для подтверждения диагноза пациент был на-
правлен в Клинику иммунопатологии ФГБНУ 
«Научно-исследовательский институт фунда-
ментальной и клинической иммунологии» СО 
РАМН (г. Новосибирск). Диагноз был подтверж-
ден, и пациенту Н. начали заместительную тера-
пию нормальным человеческим иммуноглобули-
ном. Первое введение препарата пациент перенес 
удовлетворительно.

Известно, что заместительная терапия нор-
мальным человеческим иммуноглобулином 
проводится в двух режимах. Пациентам, не по-
лучавшим ранее заместительной терапии, доза 
насыщения определяется из расчета 0,6-0,8 г/кг 
веса пациента 1 раз в месяц. Далее поддерживаю-
щая пожизненная терапия проводится в дозе 0,4-
0,6 г/кг веса больного 1 раз в месяц [14]. 

Обсуждение
В течение года пациент получал нормальный 

человеческий иммуноглобулин, на фоне приема 
которого был однократно зафиксирован эпи-
зод ОРВИ и обострение хронического бронхи-
та. В июне 2019 года были проведены повторные 
анализы крови: эритроциты 4,9 × 1012/л, гемогло-
бин 134 г/л, тромбоциты 220  ×  109/л, лейкоци-
ты 4,8 × 109/л, СОЭ 11 мм/ч, сывороточный IgA 
1,3 мг/мл, сывороточный IgG 7,11 мг/мл, сыво-
роточный IgM 0,46 мг/мл, белок общий 63,4 г/л. 
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На фоне применения рекомендованной дозы 
иммуноглобулина постепенно стали менее вы-
раженными симптомы заболевания, частота 
обострения заболеваний верхних и нижних ды-
хательных путей снизилась, наметилась положи-
тельная динамика лабораторных показателей. 

Однако при проведении эзофагогастродуоде-
носкопии в декабре 2019 г. в нижней трети желуд-
ка по границе передней стенки и большой кри-
визны выявлен участок эрозированной слизистой 
диаметром до 3,0 см, приподнятый над поверхно-
стью на 3-4 мм, плотный при инструментальной 
пальпации с контактной кровоточивостью. За-
ключение: Диффузный поверхностный гастрит. 
Язва тела желудка (Susp. Tumor) – взята биопсия. 
Недостаточность кардии. 

По результатам биопсии: морфологическая 
картина дифференцированной аденокарциномы 
желудка с изъязвлением. Хронический дуоденит. 
Больной направлен на консультацию к онкологу.

Таким образом, низкая осведомленность вра-
чей о данной патологии, многообразие клиниче-
ских форм ПИД и сложность проведения имму-
нологического обследования в общей лечебной 
сети приводят к тому, что ОВИН длительно не 
диагностируется и больные поздно начинают по-
лучать необходимую патогенетическую терапию. 

Вышеизложенные трудности приводят к фор-
мированию у пациента аутоиммунных процес-
сов, хронических очагов инфекции, различных 
злокачественных новообразований, что значи-
тельно ухудшает прогноз заболевания. 
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КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ ОЧАГОВОЙ АЛОПЕЦИИ 
У РЕБЕНКА С АТОПИЕЙ
Барило А.А.1, Смирнова С.В.1, Олянина И.М.2
1 Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера – обособленное подразделение ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр “Красноярский научный центр Сибирского отделения Российской 
академии наук”», г. Красноярск, Россия  
2 КГБУЗ «Красноярский краевой кожно-венерологический диспансер № 1», г. Красноярск, Россия

Резюме. Очаговая алопеция является распространенным воспалительным иммуноопосредован-
ным заболеванием, при котором запускается аутоиммунный ответ, направленный на волосяные 
фолликулы, что приводит к нерубцовому выпадению волос на коже головы, лице и других участках 
кожного покрова. Несмотря на многочисленные исследования, посвященные изучению данной про-
блемы, на сегодняшний день нет единого мнения об этиологии и патогенезе очаговой алопеции. В ли-
тературе особое внимание уделяется ассоциации очаговой алопеции с аутоиммунными заболевани-
ями, такими как ревматоидный артрит, целиакия, диабет 1 типа, псориаз, аутоиммунный тиреоидит, 
витилиго. Недавние исследования выявили ассоциацию очаговой алопеции с атопическими заболе-
ваниями (аллергический ринит, бронхиальная астма, атопический дерматит) и ранним дебютом тя-
желых форм выпадения волос. Цель настоящего исследования – представление клинического случая 
очаговой алопеции у ребенка с атопией. Пациентке проведено специфическое аллергологическое об-
следование, включая кожное prick-тестирование с целью определения сенсибилизации к пищевым, 
пыльцевым и грибковым аллергенам. На основании наличия в анамнезе типичных аллергических 
заболеваний атопического генеза, эозинофилии в периферической крови и высокой концентрации 
общего IgE в сыворотке крови можно предположить, что причиной формирования очагов выпадения 
волос у ребенка с атопией является атопическая алопеция. В результате кожного тестирования вы-
явлена гиперэргическая реакция (> 15 мм) к пыльце деревьев, положительная (6-9 мм) – к овсяной 
крупе, слабоположительная реакция (3-5 мм) – к цельному куриному яйцу, моркови, томату, яблоку, 
груше, пыльце луговых, злаковых, сорных трав. С учетом проведенного специфического аллерголо-
гического обследования рекомендована индивидуальная диета с элиминацией причинно-значимых 
аллергенов (в том числе с учетом слабоположительных реакций), наружное лечение: топические ин-
гибиторы кальциневрина в течение 1 месяца. Через 1 месяц от начала терапии отмечено изменение 
стадии патологического процесса, а через 6 месяцев – полное восстановление волосяных фолликулов 
в очаге алопеции. Пациентка находилась под наблюдением в течение года, жалоб на выпадение волос 
не отмечалось. Положительный эффект элиминации на фоне элиминационной диеты с учетом при-
чинно-значимых аллергенов отмечен и относительно респираторной аллергии – в очередной период 
поллинации у пациентки не было сезонных проявлений поллиноза. Данный клинический случай де-
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монстрируется с целью обратить особое внимание дерматологов, аллергологов-иммунологов, врачей 
общей практики на проблему очаговой алопеции атопического генеза.

Ключевые слова: очаговая алопеция, атопия, атопический дерматит, поллиноз, бронхиальная астма, иммунопатогенез

СLINICAL CASE OF FOCAL ALOPECIA IN A CHILD WITH ATOPY
Barilo A.A.a, Smirnova S.V.a, Olyanina I.M.b
a Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk Science Center, Siberian Branch, Russian Academy 
of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation  
b Krasnoyarsk Regional Dermatovenereologic Dispensary No. 1, Krasnoyarsk, Russian Federation 

Abstract. Alopecia areata is a common inflammatory immune-mediated disorder in which autoimmune 
response is triggered against hair follicles, thus leading to non-scarring hair loss on the scalp, face and other 
parts of the skin. Despite numerous studies concerning this issue, today there is no consensus on the etiology 
and pathogenesis of focal alopecia. In the literature, special attention is paid to association of focal alopecia 
with autoimmune diseases, such as rheumatoid arthritis, celiac disease, type 1 diabetes, psoriasis, autoimmune 
thyroiditis, vitiligo. Recent studies have identified the association of focal alopecia with atopic diseases (allergic 
rhinitis, bronchial asthma, atopic dermatitis) and the early debut of severe forms of hair loss. The aim of this 
study was to present a clinical case of focal alopecia in an 8-year-old girl with atopic bronchial asthma and 
seasonal allergic rhinitis. As based on detection of eosinophilia in peripheral blood and a high concentration of 
total IgE in serum, one may assume that atopic alopecia is the cause of focal hair losses in a child with atopy. 
The patient underwent skin prick testing, in order to determine sensitization for food components, pollen and 
fungal allergens. As a result of skin testing, a hyperergic reaction (> 15 mm in diameter) to tree pollen was 
revealed, a positive response (6-9 mm) to oatmeal, a weakly positive reaction (3-5 mm) to whole chicken egg, 
carrots, tomato, apple, pear, pollen of meadow, cereal, weed grasses was also revealed. With regard of these 
allergological data, an individual diet was recommended with the elimination of causally significant allergens 
(including those eliciting weakly positive reactions), external treatment, i.e., topical calcineurin inhibitors 
administered for 1 month. One month later, an improvement of the pathological process was registered, and 
6 months from the start of therapy, complete restoration of hair follicles was noted in the focus of alopecia. 
The patient was monitored for a year, no complaints of hair loss were noted. The positive effect of elimination 
against the background of the appropriate elimination diet with respect to causally significant allergens, was 
also noted when treating her for respiratory allergy, i.e., the patient did not have seasonal manifestations of hay 
fever over the next pollination period. This clinical case is demonstrated in order to draw special attention of 
dermatologists, allergologists, immunologists, general practitioners to the issues of focal alopecia in children 
against the background of typical allergic diseases.

Keywords: Alopecia areata, atopy, atopic dermatitis, pollinosis, bronchial asthma, immunopathogenesis

Введение 
Очаговая алопеция (ОА) является распро-

страненным воспалительным иммуноопосредо-

ванным заболеванием, при котором запускается 

аутоиммунный ответ, направленный на воло-

сяные фолликулы, что приводит к нерубцовому 

выпадению волос на коже головы, лице и других 

участках кожного покрова. Частота встречаемо-

сти очаговой алопеции в мире составляет около 

2% среди всех кожных заболеваний [11, 12]. 

Выделяют несколько клинических разновид-
ностей алопеции: очаговую, лентовидную (офиа-
зис), субтотальную, тотальную и универсальную. 
Несмотря на многочисленные исследования, 
посвященные изучению данной проблемы, на 
сегодняшний день нет единого мнения об эти-
ологии и патогенезе очаговой алопеции. Зна-
чительная роль в развитии ОА принадлежит на-
следственным факторам, причем отягощенный 
наследственный анамнез, по данным различных 
авторов, варьирует от 10 до 20% [5, 9]. Определе-
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но, что HLA-AI, HLA-DQ1 и HLA-DQ3 встре-
чались значительно чаще у больных ОА в срав-
нении с контрольной группой [5]. Повышенная 
концентрация адренокортикотропного гормона, 
кортикостерона и эстрадиола коррелировали с 
повышенным уровнем провоспалительных ци-
токинов в коже, что указывает на потенциальную 
роль психологических и патофизиологических 
факторов, вызывающих ОА [11]. Кроме того, 
триггерами ОА могут быть травма, инфекции, 
вакцинация, изменение характера питания, дис-
баланс концентрации витаминов А и D [9]. Сле-
довательно, факторы окружающей среды, среди 
которых определенную нишу занимают аллерге-
ны, могут оказывать влияние на возникновение и 
течение заболевания.

Большинство исследователей склоняются 
к аутоиммунной природе возникновения ОА. 
Аутоиммунный процесс опосредован CD4+ и 
CD8+T-лимфоцитами, воздействующими на 
α-меланоцит-стимулирующий гормон и транс-
формирующий фактор роста-β волосяных фол-
ликулов [4, 10]. В патогенезе формирования ОА 
также принимают участие кератиноциты, фибро-
бласты, тучные клетки и дендритные клетки [13]. 
Развитие алопеции связано с действием медиа-
торов воспаления: IFNγ, TNFα, IL-2, IL-6  [12]. 
В очагах поражения кожи при ОА идентифици-
рованы отдельные популяции резидентных и 
циркулирующих Т-клеток памяти с различными 
территориями миграции и функциональными 
активностями, клеток Лангерганса, что свиде-
тельствует об аутоиммунной природе воспали-
тельного процесса [9, 11, 13].

При ОА отмечено преобладание Th1-типа 
иммунного ответа против волосяных фоллику-
лов в фазе анагена [9]. Наличие наследственной 
предрасположенности, повышенной частоты 
встречаемости аутоантител к волосяному фол-
ликулу в фазе анагена, нарушения Т-клеточного 
иммунного ответа свидетельствуют о том, что ОА 
относится к группе органо-специфических ау-
тоиммунных заболеваний. В литературе особое 
внимание уделяется ассоциации очаговой ало-
пеции с аутоиммунными заболеваниями, таки-
ми как ревматоидный артрит, целиакия, диабет 
1 типа, псориаз, аутоиммунный тиреоидит, ви-
тилиго [7, 11]. Недавние исследования выявили 
ассоциацию очаговой алопеции с атопическими 
заболеваниями (аллергический ринит, бронхи-
альная астма, атопический дерматит) и ранним 
дебютом тяжелых форм выпадения волос [11, 12]. 
Частота встречаемости атопических заболеваний 
при ОА достигает 40% [13]. Некоторые исследо-

ватели предполагают, что тяжесть атопического 
заболевания у больных коррелирует со степенью 
тяжести очаговой алопеции [12]. 

Цель настоящего исследования  – представле-
ние клинического случая очаговой алопеции у 
ребенка с атопией.

Описание клинического случая
Пациентка П., 8 лет. 
Anamnesis vitae: ребенок от I беременности, 

протекавшей без особенностей. Роды самостоя-
тельные в срок (40 недель). Масса при рождении 
3360  г, длина тела 52 см. Ранний неонатальный 
период протекал без особенностей. Естественное 
грудное вскармливание получал до года, прикорм 
введен с 6 месяцев. Прививки по индивидуаль-
ному календарю в связи с частыми инфекцион-
ными заболеваниями. С 3 лет жизни ежегодно в 
апреле-мае ринорея, заложенность носа, частые 
чихания и приступы бронхиальной обструкции 
(сухой приступообразный кашель, свистящее 
дыхание). Пациентка находится под наблюдени-
ем врача-аллерголога с диагнозом «бронхиальная 
астма, атопическая форма, интермиттирующая. 
Аллергический ринит, сезонный». Обострение 
аллергического ринита и атопической бронхи-
альной астмы купировали применением анти-
гистаминных препаратов, ингаляциями Бероду-
ала, Пульмикорта в течение 10-14 дней. Травм и 
операций не было. Семейный анамнез: у матери 
аутоиммунный тиреоидит. 

Anamnesis morbi: с конца апреля 2019 года в 
возрасте 7 лет, на коже волосистой части голо-
вы в области макушки обнаружили очаг алопе-
ции крупных размеров. В течение 6 месяцев па-
циентка лечилась у дерматолога. Проведен курс 
витаминотерапии (витаминный комплекс Алфа-
вит), наружно применялся крем Элоком в тече-
ние 1 месяца. На фоне проводимой терапии и в 
течение 4 месяцев после лечения очаг пораже-
ния кожи без выраженной динамики – регресса 
ОА не произошло. Весной 2019 года симптомов 
поллиноза (аллергического ринита в сочетании с 
бронхообструктивным синдромом) у пациентки 
не наблюдалось. 

Status localis: на коже волосистой части голо-
вы (в области макушки) определялся очаг ало-
пеции диаметром 12 см с четкими границами 
(рис.  1, см.  3-ю стр. обложки). По периферии 
очага определялась «зона расшатанных волос» 
(положительный симптом «эпиляции»). Для под-
тверждения диагноза проведена трихоскопия по-
раженного очага. В очаге выявлены характерные 
для ОА трихоскопические признаки: «желтые 
точки», кадаверизированные фолликулы («чер-
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ные точки»), волосы в виде «восклицательного 
знака».

Обоснование клинического диагноза
Диагноз выставлен на основании жалоб, дан-

ных анамнеза и характерной клинической карти-
ны заболевания.

Клинический диагноз 
Основной: очаговая алопеция, прогрессирую-

щая стадия. 
Сопутствующий: поллиноз, проявляющийся 

бронхиальной астмой, аллергическим ринитом. 
Сенсибилизация к пыльце деревьев. 

Проведенное обследование
По результатам микроскопического исследо-

вания кожи и волос на наличие патогенных гри-
бов – мицелий не выявлен. 

В клиническом анализе крови: эозинофи-
лия (8,7%; 0,52  ×  109/л) и нейтропения (35,9%; 
2,14 × 109/л). 

Отклонений в биохимических показателях 
крови (АЛТ, АСТ, общий белок, билирубин, хо-
лестерин, сахар крови, щелочная фосфатаза) не 
выявлено. 

С целью исключения паразитарной инвазии 
проведено ИФА к описторхам, токсокарам, аска-
ридам и кал на яйца глистов 3-кратно. По резуль-
татам обследования гельминты не обнаружены. 

Анализ крови на гормоны щитовидной желе-
зы (Т3 свободный, Т4 свободный, ТТГ) и анти-
тела к тиреопероксидазе, антитела к тиреоглобу-
лину) в пределах нормы. 

Определена высокая концентрация общего 
IgE – 662 МЕ/мл.

При анализе данных иммунограммы выяв-
лено снижение относительного и абсолютного 
количества CD3+CD8+-лимфоцитов перифери-
ческой крови: 23,4% (референсные значения: 
27,0-35,0%) и 589,0 кл/мкл (референсные значе-
ния: 600,0-900,0 кл/мкл). Иммунорегуляторный 
индекс (СD3+CD4+/СD3+CD8+) повышен: 1,54 
(референсные значения: 1,0-1,4). Концентрация 
IgA, IgМ, IgG в сыворотке крови в пределах нор-
мы. 

УЗИ брюшной полости и щитовидной желе-
зы: патологии не выявлено. 

Учитывая отягощенный аллергологический 
анамнез, эозинофилию периферической крови, 
повышенную концентрацию общего иммуногло-
булина E в сыворотке крови пациентке проведе-
но кожное prick-тестирование с целью опреде-
ления сенсибилизации к пищевым, пыльцевым 
и грибковым аллергенам. В результате кожного 
тестирования на основании анализа размера вол-
дырной реакции и гиперемии выявлены следую-

щие степени сенсибилизации: гиперэргическая 
реакция (>  15 мм)  – к пыльце деревьев, поло-
жительная (6-9 мм)  – к овсяной крупе, слабо-
положительная реакция (3-5 мм)  – к цельному 
куриному яйцу, моркови, томату, яблоку, груше, 
пыльце луговых, злаковых, сорных трав. 

С учетом проведенного специфического ал-
лергологического обследования рекомендована 
индивидуальная диета с элиминацией причин-
но-значимых аллергенов (в том числе с учетом 
слабоположительных реакций), наружное лече-
ние: топические ингибиторы кальциневрина в 
течение 1 месяца. Через 1 месяц от начала тера-
пии отмечено изменение стадии патологическо-
го процесса: в очаге алопеции при проведении 
трихоскопии преобладают «пустые фолликулы», 
отсутствуют кадаверизированные фолликулы и 
зона «расшатанных волос». Через 2 месяца в очаге 
алопеции наблюдался рост веллюса – пушковых 
депигментированных волос, а также частичный 
рост терминальных пигментированных волос 
(рис. 1, см. 3-ю стр. обложки). 

Через 6 месяцев от начала терапии  – полное 
восстановление волосяных фолликулов в очаге 
алопеции (рис. 2, см. 3-ю стр. обложки) и норма-
лизация концентрации эозинофилов в перифе-
рической крови.

Пациентка находилась под наблюдением в те-
чение года, жалоб на выпадение волос не отме-
чалось. Положительный эффект элиминации на 
фоне элиминационной диеты с учетом причин-
но-значимых аллергенов отмечен и относитель-
но респираторной аллергии – в очередной пери-
од поллинации у пациентки не было сезонных 
проявлений поллиноза.

Заключение
В основе развития очаговой алопеции ле-

жит повреждение волосяного фолликула CD8+-
лимфоцитами. Проведенные ранее исследования 
показали скопление активированных CD4+- и 
CD8+T-лимфоцитов вокруг волосяных фолли-
кулов, находящихся в стадии анагена [4]. В лите-
ратуре также активно обсуждается вопрос пере-
ключения типов иммунного ответа с клеточного 
на гуморальный при тяжелом течении таких за-
болеваний как атопический дерматит, псори-
аз, псориатический артрит [1, 3, 8]. Несмотря 
на то, что очаговая алопеция рассматривается 
как Th1-опосредованное заболевание, при ато-
пии отмечается девиация иммунного ответа к 
Th2-профилю лимфоцитов, что наблюдается 
у обследованного нами ребенка. Это объясня-
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ет снижение концентрации CD8+-лимфоцитов 
в периферической крови и гиперпродукцию 
IgE при недостаточном супрессорном влиянии 
Т-лимфоцитов на В-лимфоциты. Учитывая на-
личие в анамнезе типичных аллергических за-
болеваний атопического генеза, эозинофилию 
в периферической крови и высокую концентра-
цию общего IgE в сыворотке крови можно пред-
положить, что причиной формирования очагов 
выпадения волос в период поллинации у ребенка 
с атопией является атопическая алопеция, как 
одно из нетипичных проявлений системного ато-
пического процесса. Согласно данным литерату-
ры сочетание очаговой алопеции с атопическими 
заболеваниями (атопический дерматит, бронхи-
альная астма, аллергический ринит) встречается 
в клинической практике [12, 13]. В большинстве 
случаев данная форма очаговой алопеции имеет 
резистентность к проводимой терапии с частым 
исходом в тотальную и универсальную формы 
алопеции [12, 13]. Все это является подтвержде-
нием значимости атопических механизмов в воз-
никновении очагового выпадения волос.

В литературе последних лет активно обсуж-
дается вопрос о положительной роли коррекции 

питания при различных заболеваниях кожи, та-

ких как псориаз, атопический дерматит, акне, 

меланома кожи [2, 6]. В представленном клини-

ческом случае четко прослеживается связь со-

блюдения элиминационной диеты (исключение 

причинно-значимых аллергенов) с возобновле-

нием роста волос в очаге алопеции.

Данный клинический случай демонстрирует-

ся с целью обратить особое внимание дермато-

логов, аллергологов-иммунологов, врачей общей 

практики на проблему очаговой алопеции у детей 

на фоне типичных аллергических заболеваний и 

обосновывает необходимость проведения даль-

нейших исследований. Учитывая проблему ассо-

циации очаговой алопеции и атопических забо-

леваний, рекомендуется своевременно проводить 

специфическое аллергологическое обследование 

при появлении первых признаков алопеции и на-

значать персонализированную этиологически и 

патогенетически обоснованную терапию (эли-

минационная диета, аллергенспецифическая 

иммунотерапия) с учетом причинно-значимых 

аллергенов.
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строчным интервалом; используется кегль шрифта 
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а  не подчеркивание; все ссылки на  иллюстрации, 
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из рубрики Рецензирование, в разделе «О Журнале».
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