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ПОЛИМОРБИДНОСТЬ, СТАРЕНИЕ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ 
И СИСТЕМНОЕ ВЯЛОТЕКУЩЕЕ ВОСПАЛЕНИЕ – ВЫЗОВ 
СОВРЕМЕННОЙ МЕДИЦИНЕ 
Ширинский В.С., Ширинский И.В.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. В обзоре анализируются данные литературы, посвященной характеристике полиморбид-
ности, ее взаимосвязи со старением иммунной системы и низкоуровневым воспалением старения, 
механизмам их развития и путям поиска методов профилактики и лечения возраст-ассоциированных 
заболеваний. Прослежена эволюция понятий «коморбидность» и «полиморбидность», дано совре-
менное определение полиморбидности, показано, что распространенность полиморбидности растет 
во всем мире и в настоящее время достигает 23-25% общего числа населения и до 98% – у людей в воз-
расте 65 лет и старше. Анализируются факторы риска развития полиморбидности, ее социальное бре-
мя, которое определяется высокой нагрузкой на учреждения здравоохранения, повышенной частотой 
летальных исходов, избыточным лечением, обусловленным участием специалистов разного профиля. 
Приводятся доказательства того, что старение и полиморбидность связывают сходные молекулярные 
и клеточные механизмы, объединенные понятием “inflammaging” (инфламэйджинг – ИЭ), которое 
представляет собой вялотекущее хроническое системное воспаление при старении. Представлены 
данные, свидетельствующие о том, что в развитии ИЭ принимают участие стареющие клетки врож-
денного и адаптивного иммунитета, различные про- и противовоспалительные медиаторы, пожиз-
ненная антигенная нагрузка. Анализируются сведения о функциональных и структурных изменениях 
врожденной и адаптивной иммунной системы при старении, роли этих изменений в персистенции 
ИЭ и возникновении полиморбидных заболеваний. Показано, что существует сложная взаимосвязь 
между старением всего организма и старением иммунной системы, механизмы которых в ряде случа-
ев почти идентичны, в других сильно отличаются, возникают совместно, взаимно влияя друг на друга. 
С течением возраста, при наличии факторов риска, измененный адптивный иммунитет большинства 
людей не способен полноценно справляться с хронической антигенной нагрузкой, что увеличивает 
риск развития болезней. С другой стороны, у многих пожилых людей эти изменения компенсируются 
постоянной активацией клеток врожденного иммунитета. Подчеркивается, что процесс старения и 
возникновение болезни (полиморбидности) нельзя рассматривать как отдельные явления, посколь-
ку они, существенно отличаясь по своей природе, могут взаимодействовать. В перспективе следует 
сосредоточить усилия на выяснении молекулярных и клеточных механизмов этих взаимодействий, 
решении задач, направленных на разработку таких вмешательств, которые были бы способны умень-
шать вредные последствия старения и использовать полезные эффекты для сохранения здоровья и 
достижения максимальной продолжительности жизни.

Ключевые слова: полиморбидность, старение, инфламэйджинг, врожденный иммунитет, адаптивный иммунитет, 
хроническая антигенная нагрузка
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POLYMORBIDITY, AGEING OF IMMUNE SYSTEM AND 
LOW-GRADE SYSTEMIC INFLAMMATION: A CHALLENGE 
FOR MODERN MEDICINE 
Shirinsky V.S., Shirinsky I.V.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation 

Abstract. The review article considers the data from literature that concern polymorbidity aspects, its 
interrelations with ageing of immune system and lo-grade immune ageing, mechanisms of genesis, approaches 
to its prevention and treatment. Evolution of “comorbidity” and “polymorbidity” terms is traced, an updated 
definition of polymorbidity is proposed. The world-wide incidence of polymorbidity is increased and now it 
reaches 23-25% in general population, and up to 98%, in elderly people (> 65 years old). The risk factors of 
polymorbidity are considered, like as its social burden due to high costs for healthcare, high mortality rates, 
excessive treatment provided by multidisciplinary specialists. We present evidence for common molecular and 
cellular mechanisms involved in ageing and polymorbidity, being unified by the term “inflammaging” which 
represents a low-grade chronic systemic inflammation associated with ageing. The data are presented that 
concern the “inflammaging” development with involvement of ageing cells from innate and adaptive immunity 
systems, different pro- and anti-inflammatory mediators, lifelong antigenic load. The data are analyzed 
concerning functional and structural changes in the inborn and adaptive immune system in ageing, role of 
these changes in “inflammaging” persistence and development of polymorbid conditions. There are complex 
interactions shown between the bodily senescence and immune ageing, with similar underlying mechanisms in 
some cases, however, being quite different in other instances. With age, upon existing risk factors, the changed 
adaptive immunity in most people is not able to full-scale coping with chronic antigenic load, thus increasing 
the risk of diseases. Moreover, in many elderly people these changes are compensated by steady activation of the 
innate immunity cells. It is noted that the aging events and development of disease (polymorbidity) cannot be 
considered distinct entities, since they can interact, being, however, basically different in their nature. In future, 
one should concentrate our efforts on elucidation of molecular and cellular mechanisms of these interactions, 
solution of the tasks oriented for development of such interventions that could be able to reduce harmful 
consequences of ageing and to use useful effects for health maintenance and reaching maximal longevity. 

Keywords: polymorbidity, ageing, inflammaging, innate immunity, adaptive immunity, chronic antigen load

Введение
Сегодняшний этап развития медицины ха-

рактеризуется преобладанием в структуре хро-
нических неинфекционных болезней человека 
не одной нозологической формы заболевания, 
а нескольких («коморбидность», «мультимор-
бидность», «полипатия», «плюрипатология» и 
др.) [7]. Распространенность полиморбидности 
значительно повышается с возрастом, хотя и 
не ограничивается пожилыми людьми [15, 104]. 
Старение является фактором риска формирова-
ния полиморбидности, в свою очередь, возник-
новение нескольких заболеваний свидетельству-
ет о раннем старении [36]. Патофизиологическая 
основа взаимосвязи старения и полиморбид-
ности  – вялотекущее системное воспаление и 
структурно-функциональные изменения в им-
мунной системе [33, 40, 46]. Вопросы патогенеза 
сочетанных возраст-ассоциированных заболева-
ний, их эффективное и ресурсосберегающее дол-
госрочное лечение являются одной из самых ак-
туальных проблем медицины и здравоохранения, 

с которыми сталкиваются пациенты, ученые, ра-
ботники здравоохранения и общество в целом [7, 
20]. Целью обзора является анализ данных лите-
ратуры, посвященных изучению характеристик 
полиморбидности, ее взаимосвязи со старением 
иммунной системы и низкоуровневым воспале-
нием старения и путям поиска методов профи-
лактики и лечения возраст-ассоциированных за-
болеваний.

Понятия «коморбидность» и «полиморбидность»
В отечественной и зарубежной литературе 

можно встретить различные термины для опре-
деления сочетанных заболеваний человека: «ко-
морбидность», «полиморбидность», «мультимор-
бидность», «двойной диагноз»,«соболезность», 
«плюрипатология» и пр. Наиболее часто встре-
чаются термины «коморбидность» и «полимор-
бидность» [3, 5], появление этих терминов раз-
делено временем. Термин «коморбидность» (лат. 
со – «вместе» и morbus — «болезнь») предложен 
Feinstein A. в 1970 г. [37]. Автор полагал, что ко-
морбидность – это «любая отчетливая дополни-
тельная клиническая картина, которая существо-
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вала или может возникнуть у больного во время 
клинического течения основного (индексного) 
заболевания». В этом определении ключевыми 
словами являются «индексное (основное) забо-
левание». Однако реалии клинической практики 
привели к тому, что в 1998 г. van den Akker M. и 
соавт. предложили называть наличие у больного 
двух и более заболеваний одновременно, без-
относительно к основному заболеванию, по-
лиморбидностью [103]. При изучении полимор-
бидности не выделяют «индексную болезнь», а 
рассматривают все заболевания, имеющиеся у 
конкретного пациента, как равнозначные и взаи
мосвязанные, вне зависимости от этиологии и 
патогенеза, времени возникновения  [3]. Таким 
образом, в основе полиморбидности, в отличие от 
коморбидности, лежит не сопутствующая основ-
ному заболеванию новая болезнь, а конкретный 
пациент с множеством приобретенных хрониче-
ских заболеваний, находящихся между собой в 
сложнейших взаимоотношениях (сходство и раз-
личия этиопатогенеза, патоморфоз, ятрогенные 
влияния и др.), о механизмах которых мы пока 
еще очень мало знаем.

В 2013 г. был опубликован систематический 
обзор данных литературы, подготовленный вось-
мью национальными командами Европейской 
сети исследователей общей практики. В базах дан-
ных PubMed, Embase и Cochrane за 1990-2010 гг. 
были отобраны 54 статьи, содержащие описания 
критериев полиморбидности [59]. Участники ра-
боты нашли 132 (!) определения полиморбидно-
сти с различными критериями. Анализ и обобще-
ние результатов исследования позволили авторам 
дать следующее определение полиморбидности: 
«Полиморбидность – любая комбинация хрони-
ческого заболевания, по меньшей мере, c одним 
другим заболеванием (острым или хроническим) 
и/или био-психосоциальными, соматическими 
факторами риска (связанными или нет) развития 
еще какого-либо заболевания». В этом опреде-
лении ключевыми словами являются не только 
наличие двух и более заболеваний, а также до-
казанные и идентифицированные факторы ри-
ска их возникновения (многомерная концепция 
мультимобидности). Последнее представляется 
очень важным при организации комплексного 
лечения больных с полиморбидностью, посколь-
ку предусматривает вмешательства, направлен-
ные на устранение или минимизацию действия 
факторов риска. Описанный подход прослежи-
вается при определении полиморбидности в ре-
комендациях Национального института здоровья 
и качества медицинской помощи Великобри-
тании 2016 года (NICE) «Мультиморбидность: 
клиническая оценка и регулирование». В этом 
документе мультиморбидность рассматривается 

как ≥ 2 длительно существующих заболеваний (к 
примеру, диабет и шизофрения), а также времен-
ные состояния (неспособность к обучению), не-
которые синдромы – хроническая боль и др. [62].

Чтобы избежать путаницы в определениях 
«коморбидность», «мультиморбидность», с янва-
ря 2018 года в Медицинские предметные рубрики 
(Medical Subject Headings), обновляемые Нацио-
нальной медицинской библиотекой США, наря-
ду с термином «коморбидность», теперь входит 
термин «мультиморбидность». 

Таким образом, полиморидность  – понятие 
более широкое, чем коморбидность. Предполага-
ется, что причины, приводящие к сочетанию не-
скольких заболеваний, разнородны и могут быть 
описаны четырьмя основными вариантами  [69]. 
Во-первых, одно заболевание может быть причи-
ной другого заболевания. Во-вторых, два заболе-
вания могут иметь общие гены предрасположен-
ности и факторы риска и/или общие механизмы 
патогенеза. В-третьих, два заболевания могут не 
иметь причинно-следственной связи или имеют 
только слабую ассоциацию. В-четвертых, одно 
заболевание может быть вызвано ятрогенны-
ми факторами, возникшими в связи с лечением 
другого заболевания [59]. Мы еще очень плохо 
знаем конкретные механизмы формирования 
полиморбидности при четырех предполагаемых 
вариантах, но на второй хотелось бы обратить 
внимание читателя. Еще в 1922 г. немецкие вра-
чи – исследователи М. Пфаундлер и В. фон Зехт, 
на основе собственных клинических наблюде-
ний, впервые предложили термины «синтропия», 
под которым они понимали «взаимную склон-
ность», «притяжение» двух и более болезней и 
«дистропия»  – взаимное отталкивание несколь-
ких болезней  [20]. В то время авторы не смогли 
дать удовлетворительное объяснение механиз-
мам «притяжения» – частого сочетания болезней 
и «отталкивания» – редкого сочетания болезней. 

В 1998 г. van den Akker и соавт. установили, что 
некоторые заболевания имеют тенденцию груп-
пироваться в кластеры [103]. Было показано, что 
большее количество людей, чем ожидалось, либо 
не имели никакого заболевания, либо имели 4 за-
болевания и более, в то время как меньше людей, 
чем предполагалось, имели 1 или 2 заболевания. 
Эти данные позволили предположить, что неко-
торые люди более восприимчивы к нескольким 
заболеваниям («ассоциативная мультиморбид-
ность»), вероятно, вследствие «синтропии» по 
М. Пфаундлер и В. фон Зехт, в то время как дру-
гие являются устойчивыми к сочетанным болез-
ням. В 2008 г. академик Пузырев В.П. дал следу-
ющее определение синтропии: «Синтропия – это 
природно-видовое явление сочетания у человека 
и его ближайших родственников двух и более 
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патологических состояний (нозологий или син-
дромов), имеющее эволюционно-генетическую 
основу. Синтропии – лишь часть полипатий, они 
включают этиологически и патогенетически свя-
занные сочетания болезней («семейство болез-
ней»)» [6]. В этом определении подчеркивается, 
что синтропия – лишь та часть полиморбидных 
заболеваний, которые этиологически и патогене-
тически взаимосвязаны. 

Частота и социальное бремя полиморбидности
Показано, что распространенность полимор-

бидности растет во всем мире и в настоящее вре-
мя достигает 23-25% общего числа населения и до 
98% – у людей в возрасте 65 лет и старше [15, 65]. 
Кроме того, 55% пациентов с хроническими за-
болеваниями являются полиморбидными [106]. 
Хотя полиморбидность встречается у лиц моло-
дого и среднего возраста, ее распространенность 
значительно повышается в пожилом возрасте [7]. 
По данным исследования, в Шотландии поли-
морбидность регистрируется в 30,4% случаях у 
лиц в возрасте от 45 до 64 лет, в 64,9% – в возрасте 
от 65 до 84 лет, 81,5% – в возрасте 85 лет и стар-
ше [15]. В Нидерландах 13% населения страдает 
мультиморбидностью, у лиц старше 55 лет она 
выявляется в 37% случаев [106]. Исследования, 
проведенные в Великобритании, демонстрируют 
наличие полиморбидности в 23% случаях мест-
ных жителей, у людей старше 65 лет она опреде-
ляется в 70% случаев, причем частота трех и более 
заболеваний в этой подгруппе достигает 47% [62]. 
Частота полиморбидности среди населения Да-
нии составляет 7,1% [102]. Из доклада Минздрава 
России «О состоянии системы здравоохранения 
РФ в 2013 году» следует, что критериям полимор-
бидности отвечают более 44% взрослого населе-
ния нашей страны со средним числом обраще-
ний к врачу 9,5 на 1 человека в год [4].

Факторами риска полиморбидности являет-
ся женский пол [26], низкий социально-эконо-
мический статус и более низкий уровень обра-
зования  [26, 106]. Исследование, проведенное в 
Великобритании, показало, что люди, живущие 
в бедных районах, значительно чаще страда-
ют сочетанными заболеваниями в среднем воз-
расте, чем те, кто живет в богатых районах. Эти 
лица становятся полиморбидными на 10-15 лет 
раньше, чем их сверстники из более состоятель-
ных семей [62]. Показано, что ожирение также 
является фактором риска полиморбидности у 
людей среднего возраста и пожилых [19]. Дока-
зательство связи полиморбидности с уровнем 
физической активности было получено в резуль-
тате перекрестного исследования, проведенного 
в Испании в 2009 г., на выборке 22 190 взрослых 
в возрасте старше 15 лет. Установлена обратная 
связь между мультиморбидностью и физиче-

ской активностью в самой молодой (16-44 года) 
и самой старшей (более 44 лет) возрастных груп-
пах [28]. 

Социальное бремя полиморбидности опреде-
ляется высокой нагрузкой на учреждения здра-
воохранения, повышенной частотой летальных 
исходов, избыточным лечением, обусловленным 
участием специалистов разного профиля. Так, в 
Германии пациенты с множественными заболе-
ваниями имели в два раза больше визитов в год 
к врачам, чем пациенты без мультиморбидно-
сти (36 против 16) [104]. Визиты были связаны 
с посещениями 5,7 разных специалистов в год в 
случае полиморбидности – против 3,5, когда по-
лиморбидность отсутствовала. Число визитов и 
число врачей неуклонно возрастало с увеличени-
ем количества хронических заболеваний. Частота 
посещений врача варьировала от 35 до 54 в год, 
а количество специалистов колебалось от 5 до 7. 
Примечательно, что влияние пола или возраста 
на частоту обращений было небольшим. На па-
циентов с полиморбидностью приходилось 52,9% 
консультаций врачей общей практики, 78,7% на-
значений и 56,1% случаев госпитализации [26].

Систематизированный обзор и метанализ 26 
статей, посвященных ассоциации мультимор-
бидности и смертности, выявил положительную 
связь между мультиморбидностью и летально-
стью (отношение рисков 1,44 (95% ДИ: 1,34-
1,55) [74]). По сравнению с больными без мульти-
морбидности у больных с 2 заболеваниями риск 
смерти возрастал до 1,73 (95% ДИ: 1,41-2,13), а у 
больных с 3 и более заболеваниями до 2,72 (95% 
ДИ: 1,81-4,08). 

В Дании оценили ассоциацию полиморбидно-
сти и смертности от наиболее распространенных 
комбинаций (2-5 групп) заболеваний [112]. Все 
комбинации имели повышенный риск летально-
сти, причем у некоторых из них риск повышался 
в шесть раз. Смертность увеличивалась с увели-
чением числа заболеваний. Большинство комби-
наций не увеличивали частоту летальности выше 
ожидаемой, то есть были скорее аддитивными, 
чем синергичными. В РФ среди пациентов с де-
компенсацией хронической сердечной недоста-
точности, представленных в регистре ОРАКУЛ-
РФ, наиболее высокая летальность в течение года 
наблюдалась именно у полиморбидных больных: 
летальность при сочетании с пневмонией соста-
вила 49,5%, циррозом печени – 45,7%, хрониче-
ской болезнью почек – 47,2% [1]. 

Лечение пациентов с полиморбидностью в 
настоящее время является сложной задачей и 
осуществляется врачами различных специально-
стей. В некоторых случаях эффективное лечение 
одного заболевания может улучшить результаты 
лечения другого заболевания. Показано, что фар-
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макологические и немедикаментозные схемы ле-
чения становятся обременительными у больных 
с полиморбидностью, снижая приверженность к 
лечению [62]. Следует отметить, что большинство 
клинических рекомендаций по ведению больных 
в основном написаны так, как если бы пациенты 
имели одно заболевание [89]. На первый взгляд 
представляется логичным включать в програм-
мы комплексного лечения полиморбидного па-
циента все рекомендации, разработанные для 
каждого конкретного заболевания. Однако такой 
подход приводит к полипрагмазии, большим за-
тратам времени и средств. Кроме того эффектив-
ность такого подхода необходимо доказывать 
в хорошо спланированных клинических испы-
таниях на пациентах с полиморбидностью  [7]. 
Так, в Кокрановском систематизированном об-
зоре  [96] анализировались 18 рандомизирован-
ных клинических испытаний комплексных вме-
шательств у пациентов с мультиморбидностью. 
В  12 исследованиях преобладающим элементом 
вмешательства было изменение в организации 
оказания медицинской помощи, как правило, 
посредством расширенной междисциплинар-
ной командной работы. В шести исследованиях 
вмешательства были в основном ориентирова-
ны на пациента, например, вмешательства типа 
обучения или поддержки по телефону. В целом 
результаты исследования свидетельствуют о сла-
бом или среднем размере эффекта комплексных 
вмешательств. Хороший эффект выявлялся в 
случаях направленных вмешательств на такие 
факторы риска, как депрессия или конкретные 
функциональные нарушения у больных с муль-
тиморбидностью. Считается очевидным, что 
полипрагмазия и ее серьезные последствия не-
избежны в случае выполнения рекомендаций 
всех узких специалистов по фармакотерапии по-
лиморбидного больного [7]. В качестве примера 
можно привести описание лечения гипотетиче-
ской 78-летней женщины с пятью хронически-
ми заболеваниями (остеопороз, остеоартрит, СД 
2  типа, артериальная гипертония, ХОБЛ) [20]. 
С учетом клинических рекомендаций специали-
стов ей должно быть назначено до 12 отдельных 
препаратов, принимаемых 5 раз в течение суток. 
Помимо этого, пациентке будут рекомендованы 
еще 14 немедикаментозных вмешательств в ме-
сяц. Понятно, что исходы такого лечения труд-
но прогнозировать с точки зрения безопасности 
и эффективности. Не случайно эксперты ВОЗ 
считают, что «лечение каждого заболевания в 
отдельности  – научно устаревшая стратегия». В 
то же время клиницистам следует опираться на 
результаты клинических испытаний, которые 
будут включать больных с полиморбидностью и 
проверят эффективность лечения несколькими 

лекарственными препаратами или других, новых 
стратегий вмешательств [7]. Эти исследования не-
обходимы для создания современных руководств 
по клинической практике ведения полиморбид-
ных больных. Следует помнить, что пациенты с 
полиморбидностью патогенетически и феноти-
пически разнородны, отличаются от больных с 
одним заболеванием тяжестью клинических про-
явлений, неблагоприятным прогнозом, недоста-
точным ответом на терапию и высоким риском 
нежелательных явлений [13]. Полиморбидность 
обязывает врачей, ученых переходить от нынеш-
ней практики лечения одного заболевания к под-
ходу, ориентированному на пациента [38, 64]. 
Полиморбидность тяжелым бременем ложится 
на больного, его родственников, организаторов 
здравоохранения, общество, и последствия этого 
мы пока только начинаем осознавать. Складыва-
ется впечатление, что здравоохранение оказалось 
не совсем готово к обслуживанию полиморбид-
ных больных, но эта актуальная проблема требу-
ет отдельного анализа и обсуждения и выходит за 
рамки настоящего сообщения.

Вялотекущее системное воспаление при старе-
нии, старение иммунной системы – факторы риска 
полиморбидности?

В последние годы накопилось достаточно 
много экспериментальных и клинических дан-
ных, которые позволили предположить, что 
старение и полиморбидность связывают сход-
ные молекулярные и клеточные механизмы  [33, 
38, 41, 42, 46, 113]. Эти механизмы объедине-
ны понятием «inflammaging/инфламэйджинг» 
(inflammation – воспаление и aging – старение), 
которое впервые было предложено группой уче-
ных во главе с Клаудио Франчески [37, 38, 39, 
40]. «Инфламэйджинг» (ИЭ) представляет собой 
вялотекущее хроническое системное воспаление 
при старении, обязательным условием для кото-
рого является отсутствие явного очага инфекции 
(«стерильное воспаление»). По своим основным 
патофизиологическим характеристикам ИЭ зна-
чительно отличается от острого воспаления: оно 
является хроническим, слабо выраженным, про-
текает бессимптомно, системно и контролирует-
ся [33, 46, 47]. Напомним, что в обычных усло-
виях воспаление затухает, когда устраняется или 
минимизируется действие провоспалительных 
патогенов и воспаление переходит в стадию раз-
решения, характеризующуюся регенерацией по-
раженной ткани и рубцеванием. Особенностью 
ИЭ является состояние неразрешимого воспале-
ния, вероятно, вследствие неполной элиминации 
патогена или недостатка лимитирующих этот тип 
воспаления факторов [33, 39, 46]. Движущими 
силами ИЭ являются большой ансамбль клеточ-
ных элементов и неклеточных медиаторов вос-
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паления, внутриклеточные посредники про- и 
противовоспалительных сигналов [33, 92, 113]. 
Базовым фактором развития возрастного ИЭ яв-
ляется старение системы иммунитета, обознача-
емое термином “immunosenescence”, и старение 
эндокринной и нервной системы, которые уча-
ствуют в регуляции функции иммунитета. Кра-
тко опишем основные механизмы ИЭ, характе-
ристики старения иммунной системы, поскольку 
более подробные сведения можно получить из 
других обзоров [33, 39, 46, 71, 113]. 

ИЭ пожилых людей характеризуется повышен-
ным уровнем в сыворотке периферической крови 
провоспалительных цитокинов IL-1, IL-6, IL-18 
и TNFα [21, 27]. В экспериментах на старых жи-
вотных показана повышенная экспрессия мРНК 
IL-1β, IL-15, IL-18, TNFα и продукция TNFα в 
мононуклеарах периферической крови in  vitro, 
увеличение уровня перечисленных цитокинов в 
сыворотке ПК, и это, по мнению авторов, явля-
ется отличительной чертой ИЭ [8]. Показано, что 
пожилой возраст неодинаково влияет на содер-
жание внутриклеточных цитокинов профиля Th1 
(IFNγ и TNFα) и Th2 (IL-4) в лимфоцитах с фено-
типом CD95-CD28+, CD95+CD28+ и CD95+CD28-. 
Наиболее чувствительными оказались T-клетки 
памяти, среди которых возрастала доля IL-4-
позитивных клеток и уменьшался процент IFNγ-
позитивных клеток [10]. Проспективное обследо-
вание лиц в возрасте 100 и более лет показало, что 
повышение уровня TNFα было прямо связано с 
увеличением смертельных исходов как у муж-
чин, так и у женщин (отношение рисков  =  1,5) 
[21]. Содержание IL-6, IL-8, С-реактивного бел-
ка не ассоциировалось с количеством летальных 
случаев, деменция и сердечно-сосудистые за-
болевания были основными в составе полимор-
бидности. Оценена связь аллелей IL-10 и TNFα, 
которые выполняют противоположные функции 
при воспалении, с продолжительностью жизни 
[60]. Образцы ДНК получены от 72 неродствен-
ных столетних мужчин и 102 столетних женщин 
из Центральной и Южной Италии. Контрольная 
группа обследованных включала здоровых нерод-
ственных лиц (115 мужчин и 112 женщин в воз-
расте 22-60 лет), подобранных по географическо-
му происхождению. Установлено значительное 
увеличение частоты «противовоспалительного» 
генотипа у мужчин-долгожителей. При исследо-
вании частоты полиморфизмов генов IL-6, IL-10 
и IFNγ у 112 долгожителей острова Сардиния (36 
мужчин, 76 женщин), популяция которых имеет 
генетический фон, отличающийся от такового 
в материковой части Италии, а также у 137 лиц 
контрольной группы из того же географического 
района не было выявлено существенных разли-
чий в целом и при анализе данных по полу [85]. 
В 2015 г. опубликован обзор данных литературы, 
посвященный результам оценки содержания про- 

и противовоспалительных цитокинов в сыворот-
ке крови ПК у долгожителей [71]. Авторы обзора 
подчеркивают противоречивость результатов ис-
следования, которая объясняется рядом факто-
ров. Исследуемые выборки гетерогенны, когорты 
участников исследования мало сопоставимы. Не 
всегда учитываются этнические и генетические 
различия, образ жизни, особенности националь-
ной культуры и др. Тем не менее считается, что 
уровни IL-6, TNFα и IL-10 в сыворотке ПК мо-
гут рассматриваться как маркеры ИЭ в сыворотке 
ПК [33]. Какие основные причины, приводящие 
к ИЭ, обсуждаются в литературе?

В первую очередь, это пожизненная антиген-
ная стимуляция, по упрощенной классификации 
Franceschi C., подразделяющаяся на «не-я» (по-
стоянные инфекции), «я» (антигены фрагментов 
погибших клеток, нуклеиновые кислоты, глики-
рованные белки и т.д.) и «квази-я» – антигены ки-
шечного микробиома [39]. Немалый вклад в фор-
мирование ИЭ вносит накопление стареющих 
клеток, характеризующихся провоспалительным 
секреторным потенциалом [33, 42, 46]. По мне-
нию ряда авторов, характеристики и количество 
хронической антигенной нагрузки, обуслав-
ливающей ИЭ, являются основным фактором, 
определяющим изменения в иммунной системе 
у пожилых людей, скорость старения, качество и 
продолжительность жизни [33, 39, 46]. Предпола-
гается, что изменения в иммунной системе и ста-
рение будут отсрочены у тех субъектов, которые 
большую часть жизни жили в «чистых» условиях, 
позволявших свести к минимуму воздействие по-
стоянных вирусных и паразитарных инфекций. 
Это именно то, что произошло в прошлом веке в 
экономически развитых странах мира, где меди-
цинская помощь, вакцинация, гигиена пищевых 
продуктов, воды и жилья способствовали сниже-
нию антигенной нагрузки и увеличению продол-
жительности жизни [33, 46]. 

Старение и врожденный иммунитет
Ответ стареющего организма на длительную 

антигенную нагрузку осуществляется, в пер-
вую очередь, клетками врожденного иммуните-
та. Врожденный иммунитет является наиболее 
филогенетически консервативной защитой в 
животном мире, позволяющей организму в те-
чение всей жизни эффективно справляться с 
большим количеством эндогенных и внешних 
патогенов [72]. Клетки врожденного иммунитета 
распознают и реагируют на молекулярные пат-
терны внешних и внутренних патогенов посред-
ством специфических рецепторов, которые игра-
ют ключевую роль в устранении антигенов  [46, 
53, 88]. Мы не будем подробно описывать все 
связанные со старением изменения для каждой 
субпопуляции клеток врожденного иммунитета, 
поскольку эта проблема всесторонне рассмотре-
на в других сообщениях [17, 74, 99]. Напомним, 



615

2020, Vol. 22,  4
2020, Т. 22, № 4 Полиморбидность и иммунная система

Polymorbidity and immune system

что клетки врожденного иммунитета экспресси-
руют три основных класса рецепторов распоз-
навания образов (pattern recognition receptors  – 
PRR), каждый из которых играет определенную 
роль в элиминации патогена, и все они участву-
ют в реализации воспаления. Первый класс PRR 
включает Toll-подобные рецепторы, которые, 
используя различные внутриклеточные сигналь-
ные пути, приводят к активации NF-κB и про-
дукции различных медиаторов, таких как цито-
кины и хемокины [107]. Второй класс включает 
NOD-подобные рецепторы (NOD-like receptor), 
которые способны стимулировать воспалитель-
ный ответ и приводят к выработке IL-1, IL-18 
и IL- 33  [56]. Третий класс представлен Rig-1-
подобными рецепторами (retinoic acid-inducible 
gene 1), которые действуют через элементы отве-
та на интерферон [14]. Существуют и другие ре-
цепторы (Fcγ-рецепторы, хемокиновые рецепто-
ры, fMLP-рецепторы, рецепторы к компонентам 
комплемента и др.) [44], экспрессирующиеся на 
клетках врожденного иммунитета и участвующие 
в поддержании воспаления. Так, Liu и соавт. по-
казали, что содержание IL-6 и IL-8 увеличивается 
в трансфицированных RIG-I стареющих клетках. 
Причем нокаут RIG-I в стареющих клетках при-
водит к увеличению продолжительности жизни 
клеток. Это свидетельствует о том, что индуциро-
ванное посредством рецепции RIG-I воспаление 
играет значительную роль в прогрессии старе-
ния [61].

В последние годы было показано, что врож-
денная иммунная система обладает своего рода 
«памятью», которая была названа «тренирован-
ной памятью врожденного иммунитета» [55, 76]. 
Гипотеза о тренированной памяти частично объ-
ясняет, почему стареющие клетки врожденного 
иммунитета находятся в состоянии постоянной 
активации [46]. Эта идея получила право на жизнь 
после публикаций данных о том, что после ин-
фицирования культуры моноцитов/макрофагов 
БЦЖ клетки через 3 месяца сохраняли «память» 
о первоначальной инфекции и адекватно реаги-
ровали, в отсутствие БЦЖ, на любую другую ин-
фекцию [55]. Механизм формирования памяти, 
вероятно, обусловлен изменениями в эпигеноме 
клеток врожденного иммунитета и снижением их 
энергетического потенциала [38]. Кроме того, это 
явление в некоторой степени напоминает горме-
зис, поскольку стимуляция клеток низкими до-
зами антигена приводит к адаптивным измене-
ниям – развитию «тренированности» иммунной 
системы и появлению возможности реагировать 
интенсивнее после каждой повторной стимуля-
ции [24, 66], и этот феномен имеет клиническое 
значение. Так, в продольных исследованиях на 
пожилых людях-долгожителях показано наличие 
не только ИЭ, но и положительной связи между 

уровнем воспаления и продолжительностью жиз-
ни [11, 81]. 

Основным внутриклеточным регулятором 
врожденного иммунитета является система NF-
κ­B – древний сигнальный путь, обнаруживаемый 
как у насекомых, так и у позвоночных. Система 
NF-κB находится в узловой точке, соединяя от-
вет на внешние и внутренние стимулы, как при 
старении, так и при возрастных заболеваниях [48, 
91]. Причем усиление и снижение активности 
NF-κB регулируются рядом сигнальных систем. 
Недавние исследования показали, что SIRT1 (го-
молог Sir2) и FoxO (DAF-16), ключевые регуля-
торы старения в моделях почкующихся дрожжей 
и Caenorhabditis elegans, регулируют эффектив-
ность передачи сигналов NF-κB и уровень вос-
палительных реакций [91]. Напомним, что белки 
Silent Information Regulator (Sir) регулируют про-
должительность жизни у множества модельных 
организмов [49]. Sir2 (SIRT1-7 у млекопитаю-
щих) является NAD-зависимой деацетилазой, 
участвующей в процессах старения и воспалении 
у дрожжей, червей и мух. SIRT1, наиболее ши-
роко изученный у млекопитающих, имеет высо-
коконсервативный NAD-зависимый основной 
домен sirtuin и рассматривается как один из кан-
дидатов-регуляторов продолжительности жизни 
наряду с другими шестью гомологами. 

Система TOR (target of rapamycin)  – высоко-
консервативная серин/треонин протеинкиназа, 
играет важную роль в регуляции роста и пролифе-
рации клеток [95, 108]. По своим различным функ-
циям TOR разделяют на TORC1 и TORC2, TOR 
регулирует ИЭ, активируя NF-κB и способствуя 
развитию возраст-зависимых заболеваний [100, 
107]. Когда передача сигналов TOR уменьшается 
или инактивируется, продолжительность жизни 
проволочников и дрозофилы увеличивается [52]. 
Белки сигнального пути Notch являются универ-
сальными регуляторами клеточного гомеостаза в 
эмбриогенезе и поддержании целостности тканей 
взрослого организма [113]. Через межклеточные 
взаимодействия они осуществляют контроль на-
правления развития клеток микроокружения, их 
способности к пролиферации, дифференциров-
ке, апоптозу, самообновлению. Участие Notch-
сигналинга в процессах старения и воспаления 
осуществляется путем поляризации макрофагов 
в субпопуляцию М1-макрофагов при стимули-
рующих воздействиях, М2-макрофагов – при 
ингибирующих [113]. Конститутивная активация 
передачи сигналов Notch вызывает старение эн-
дотелиальных клеток, усиливая экспрессию в них 
ряда провоспалительных цитокинов/хемокинов 
и молекул адгезии. Предполагается, что этот ме-
ханизм лежит в основе развития некоторых со-
судистых заболеваний, связанных с хроническим 
воспалением и старением [87]. 
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Известно, что Ras – важные сигнальные бел-
ки с различными функциями – участвуют в пере-
даче атерогенных стимулов, способствуют ста-
рению дрожжей и клеток первичной культуры 
фибробластов человека [70]. Показано, что  ате-
рогенные сигналы, опосредованные Ras, вызы-
вают старение и воспаление в гладких мышцах 
сосудов, участвуя в развитии атеросклероза [70]. 
Авторы работы считают, что знание этого меха-
низма патогенеза атеросклероза открывает новые 
возможности лечения болезни, на основе разра-
ботки препаратов, снижающих процесс старения 
мышечных клеток. 

МикроРНК (miR) представляют собой класс 
молекул, участвующих в регуляции экспрессии 
генов и модуляции сигнальных путей, включая 
NF-κB, mTOR, сиртуины, TGF-β и Wnt [113]. miR 
контролируют воспаление, клеточное старение и 
течение возрастных заболеваний, их разделяют на 
две группы: связанные с воспалением (inflamm-
miRs) и связанные со старением (SA- miRs) [79]. 
Циркулирующие miRs, по-видимому, являются 
перспективными биомаркерами основных воз-
растных заболеваний человека [80], некоторые 
miRs обнаружены в плазме и лейкоцитах у долго-
жителей, miR-21, miR-126 и miR-146a усиливают 
активность NF-κB и рассматриваются как SA-
miRs и inflamm-miRs [80]. Таким образом, спец-
ифические inflamm-miRs можно рассматривать 
как биомаркеры ИЭ [79].

Некоторые другие механизмы персистенции ИЭ
Весомый вклад в поддержание ИЭ вносят 

стареющие клетки (СК) [2, 23]. Оказалось, что, 
секретируя множество различных медиаторов, 
включая цитокины, хемокины, протеазы и росто-
вые факторы, СК путем ауто/паракринных меха-
низмов могут влиять на клетки микроокружения. 
Такой набор биологически активных молекул по-
лучил название «ассоциированного со старением 
секреторного фенотипа» (senescence associated 
secretory phenotype  – SASP) клеток. Известно, 
что SASP опосредует участие стареющих клеток в 
самых разнообразных биологических процессах, 
включая регенерацию, ремоделирование тканей, 
эмбриогенез, воспаление и канцерогенез [2, 23]. 
Секреция начинается сразу после повреждения 
ДНК и продолжается в течение первых полутора 
суток, затем в течение 4-10 дней за счет аутокрин-
ных механизмов SASP происходит усиление се-
креции большинства медиаторов, что приводит к 
формированию «зрелого» SASP [61]. Активность 
SASP регулируется и на транскрипционном, и 
на посттранскрипционном уровнях. Ключевая 
роль в регуляции экспрессии компонентов SASP, 
включая IL-6, IL-8, CXCL1, CXCR2, отводится 
NF-κB [78, 90]. 

Существенное влияние, помимо хроническо-
го антигенного стресса, на клетки иммунной си-
стемы, другие клетки организма оказывают по-
бочные продукты окислительного метаболизма, 
в основном активные формы кислорода (АФК), 
как следствие пожизненного респираторного 
выброса [33, 113]. Увеличение выработки и на-
копления АФК в процессе старения вызывает 
повреждение многих компонентов лимфоидных 
и антигенпрезентирующих клеток (липидных 
мембран, ферментов и структурных белков, ну-
клеиновых кислот и пр.) [31]. Уровень АФК тесно 
связан с продолжительностью жизни, старением 
и возрастными заболеваниями [32]. Считается, 
что нестабильность генома, вызванная окисли-
тельным повреждением, является одной из ос-
новных причин старения [50]. Повреждающему 
влиянию АФК противодействуют несколько ге-
нетически контролируемых, ферментативных, 
неферментативных систем антиоксидантной за-
щиты, ферменты репарации ДНК и апоптоз [41]. 
Эти защитные механизмы с возрастом стано-
вятся все менее эффективными, и в результате 
клетки подвергаются своего рода адаптации к 
окислительному стрессу, характеризующейся на-
коплением стареющих и мутированных клеток, 
дисфункцией тканей и повышенным риском раз-
вития опухолей [32]. Помимо этого, клетки ста-
новятся устойчивыми к апоптозу, что еще больше 
увеличивает число стареющих и функционально 
измененных лимфоцитов, фагоцитирующих кле-
ток [113]. Другой важной особенностью старения 
иммунной системы является снижение чувстви-
тельности к острому стрессу. Если у молодых 
людей стресс является мощным модулятором 
иммунных функций, достаточно полноценно 
обеспечивающим иммунный ответ, то у пожилых 
людей иммунный ответ при остром стрессе сни-
жается в результате старения иммунной системы 
и ИЭ [22].

Старение и адаптивный иммунитет
Изменения в адаптивной иммунной системе 

при старении подробно описаны [33, 46, 54, 58, 
102, 109, 111, 114], здесь мы коснемся лишь ос-
новополагающих сведений. Основные измене-
ния в старении адаптивной иммунной системы 
происходят в компартменте Т-лимфоцитов [102, 
109]. Наблюдается увеличение числа эффек-
торных Т-клеток и CD8+Т-клеток памяти [109]. 
CD8+Т-клетки памяти характеризуются потерей 
маркеров наивных Т-клеток – CD28, CD27 и по-
явлением новых «стареющих маркеров», таких 
как KLRG1. У пожилых людей в перифериче-
ской крови уменьшается содержание наивных 
Т-лимфоцитов, характеризующихся экспрессией 
маркеров CD8, CD28 и CD27, вследствие сниже-
ния их миграции из стареющего тимуса, острого и 
хронического антигенного стресса в течение всей 
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жизни и возрастной недостаточности гемопоэ-
тических стволовых клеток [48, 83]. Еще одним 
последствием хронической антигенной нагрузки 
является феномен истощения, связанный с по-
явлением ингибиторных рецепторов, таких как 
PD-1 (programmed cell death 1), CTLA- 4 (cytotoxic 
T  lymphocyte  – associated antigen  4)  [110]. Дру-
гие субпопуляции клеток адаптивной иммунной 
системы при старении также подвержены изме-
нениям различной степени выраженности. На-
пример, субпопуляция CD4+T-клеток претер-
певает сходные с субпопуляцией CD8+T-клеток 
изменения, субпопуляции Treg, Th17 увеличи-
ваются со старением [105]. У  пожилых людей в 
периферической крови уменьшается количество 
В-лимфоцитов и их функциональные свойства, 
за счет снижения содержания ранних предше-
ственников В-лимфоцитов [43, 114]. В то же вре-
мя в крови нарастает число субпопуляций «воз-
растных» B-клеток, обладающих способностью 
синтезировать различные медиаторы воспале-
ния  [114]. Предполагается, что сочетание этих 
нарушений адаптивного иммунитета с возрастом 
снижает иммунный ответ на новые антигены и 
способствует росту инфекций, рака и хрониче-
ских заболеваний у пожилых людей [45, 114]. 
Изменения популяции Т-лимфоцитов проис-
ходят в результате инволюции тимуса, уменьше-
ния адекватного репертуара TCR, доли наивных 
Т-лимфоцитов [46]. Считается, что снижение 
адаптивного иммунного ответа усиливает стиму-
ляцию врожденного иммунного ответа, что явля-
ется одним из механизмов поддержания ИЭ [46]. 
В то же время возрастные изменения тимуса ха-
рактеризуются низким потреблением энергии, 
которая становится доступной для других орга-
нов и систем стареющего организма. Для старею-
щего организма увеличение количества Т-клеток 
памяти может быть полезным, поскольку дости-
гается полноценный вторичный иммунный ответ 
на родственные и неродственные антигены [46].

В организме человека много скрытых инфек-
ций, которые при определенных условиях могут 
периодически активироваться [57]. Одним из хо-
рошо охарактеризованных патогенов этого типа 
является цитомегаловирус (ЦМВ) [82, 84], кото-
рый долгое время считался основной причиной 
возрастных иммунных изменений у пожилых 
людей [93]. Данные последних лет позволяют 
считать наличие ЦМВ-инфекции не только вред-
ным [34, 97, 98]. Авторы рассматривают ЦМВ-
инфекцию как периодическую стимуляцию, ко-
торая поддерживает устойчивый иммунный ответ 
к антигенам ЦМВ и способствует развитию пол-
ноценного иммунного ответа на неродственные 
антигены, в том числе при вакцинации [68]. По-
мимо этого, ЦМВ-специфические Т-клетки па-
мяти функционально активны, и их старческий 

фенотип (SASP) может участвовать в развитии 
ИЭ [9]. Было показано, что иммунный ответ на 
различные антигены ЦМВ был связан с лучшей 
выживаемостью пожилых людей [12]. Таким об-
разом, увеличенное количество антиген-спец-
ифичных Т-клеток памяти у пожилых людей не 
может рассматриваться однозначно как вредное 
или связанное только со старением.

Приведем несколько замечаний по пово-
ду возрастных изменений в составе микробио-
ты кишечника (дисбиоз) [16, 18], поскольку эта 
проблема пока только обозначена и далека от 
решения. Уместно напомнить, что впервые эту 
проблему пророчески обосновал в 1907 г. наш 
соотечественник, лауреат Нобелевской пре-
мии Илья Ильич Мечников в своей монографии 
«Этюды оптимизма»: «Мы вправе утверждать, 
что некоторые микробы кишечной флоры могут 
быть вредными для здоровья: они или распро-
страняются в организме, или отравляют его сво-
ими выделениями». Исследования, касающиеся 
разнообразия микробиоты у долгожителей, сви-
детельствуют о том, что дисбиоз не является эк-
вивалентом ИЭ, особенно у долгожителей. Так, 
увеличение субдоминантных видов и среди них 
видов которые считаются очень «хорошими», на-
блюдалось у итальянских, японских и китайских 
долгожителей, несмотря на различия в рационе 
и генетике у пожилых людей, особенно у полу-
суперцентенариев [18, 94]. Примечательно, что 
у столетних жителей Испании содержание в пе-
риферической крови биомаркера кишечной про-
ницаемости зонулина и  липополисахарида грам-
негативных бактерий было меньше аналогичных 
показателей у молодых здоровых людей [25]. 

Следует помнить, что иммунная система чело-
века не автономна и в течение всей жизни взаи-
модействует с нервной и эндокринной система-
ми, и эти взаимодействия меняются в пожилом 
и старческом возрасте [29, 30, 46]. Анализ этой 
актуальной и интригующей проблемы не входит 
в задачу настоящего сообщения. 

Итак, в процессе старения организма челове-
ка врожденная и адаптивная иммунная системы 
претерпевают различные структурно-функцио-
нальные изменения. Основной характеристикой 
старения клеток врожденной иммунной систе-
мы являются увеличение постоянной провоспа-
лительной активности с одной стороны и недо-
статочный ответ на патогены, когда необходимо 
выполнение специфических функции, с другой 
стороны [46]. Предполагается, что эта дихотомия 
лежит в основе концепции ИЭ, согласно которой 
активация клеток врожденной иммунной систе-
мы у пожилых людей компенсирует возможности 
измененной адаптивной иммунной системы [33, 
46]. Возникает вопрос: могут ли ИЭ и старение 
иммунной системы быть причинами многочис-
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ленных возрастных изменений и болезней, им 
приписываемых? На этот вопрос можно было бы 
дать однозначные утвердительные ответы, если 
бы не некоторые экспериментальные и клиниче-
ские данные, которые заставляют оценивать роль 
иммунных изменений при старении и их послед-
ствия несколько иначе. Так, считается, что увели-
чение доли клеток с адаптивной памятью может 
быть полезным для более эффективной борьбы с 
аутоантигенами  – потенциальными факторами 
риска аутоиммунных заболеваний [33, 46, 113]. 
Инволюция тимуса рассматривается как возмож-
ность ограничения потребления энергии орга-
ном, не являющимся абсолютно необходимым 
для выживания, в пользу поддержания функции 
других жизненно важных органов, которые нуж-
даются в большей затрате энергии [46]. Наконец, 
увеличение доли Treg, наблюдаемое у пожилых 
людей, может препятствовать развитию аутоим-
мунной патологии [46, 113]. Некоторые реги-
стрируемые изменения врожденной иммунной 
системы также могут быть «полезны». Например, 
увеличение числа клеток врожденного иммуни-
тета с «тренированной» памятью может также 
помочь эффективно элиминировать повышен-
ное содержание аутоантигенов и частично род-
ственных патогенов [76]. ИЭ, рассматриваемое 
как повышенная «готовность» врожденного им-
мунитета к агрессии патогеном, имеет некоторые 
эволюционные преимущества и даже может счи-
таться необходимым, если оно хорошо регулиру-
ется и не является чрезмерным. 

Одним из клинических показателей функции 
иммунитета считаются результаты вакцинации. 
Представление о том, что у пожилых людей ИЭ, 
изменения в адаптивном иммунитете приводят к 
снижению ответа на вакцинацию, подвергается 
сомнению [54]. Так, в исследовании Lal и соавт. 
сообщается об успешном ответе на новую вакци-
ну против опоясывающего герпеса в очень старом 
возрасте и это заставляет по новому оценивать 
роль ИЭ и старение адаптивного иммунитета в 
результатах вакцинации [57]. Приведем приме-
ры, демонстрирующие эффективность иммуно-
терапии рака у старых людей. Показано, что у 
больных с метастатической меланомой примене-
ние ингибиторов контрольных точек иммунитета 
(молекул «чек-пойнт») увеличивало продолжи-
тельность жизни пожилых людей, как и моло-
дых пациентов [31, 35, 51]. Эти данные свиде-
тельствуют о том, что измененные Т-лимфоциты 
пожилых людей могут восстанавливать цитоток-
сическую противоопухолевую активность под 
влиянием иммунотерапии.

В то же время нет никаких сомнений в том, что 
старение иммунной системы и ИЭ способствуют 
увеличению частоты возрастных заболеваний и 
полиморбидности [33, 46, 113]. Мы пока очень 

плохо представляем себе механизмы накопления 
полиморбидности с возрастом, закономерности, 
лежащие в основе разнообразных вариантов со-
четания болезней. Так, совсем недавно опубли-
кованы результаты метаанализа влияния остео-
артрита (ОА) на снижение когнитивных функций 
и общую смертность у пожилых пациентов с 
полиморбидностью [67]. Были оценены 7 неза-
висимых выборок данных, полученных в иссле-
дованиях популяций в США, ЕС и Австралии с 
общим количеством профилей > 7 × 107).Установ-
лено, что пожилые люди с полиморбидностью и 
OA характеризуются более высокой когнитивной 
способностью, более поздним началом демен-
ции, увеличением продолжительности жизни и 
снижением возрастной смертности от всех при-
чин, в сравнении с пациентами когорты без ОА. 
Кроме того, у больных полиостеоартритом, в от-
личие от больных с моноостеоартритом или от-
сутствием ОА, зарегистрировано снижение слу-
чаев смертности и деменции. Прогнозируется, 
что до 8-10% пациентов с полиостеоартритом 
достигают продолжительности жизни 100 лет, 
тогда как в популяции без ОА столетних реги-
стрируется менее чем у 1% пациентов.  Пытаясь 
объяснить эти ошеломляющие данные, авторы 
высказывают гипотезу о том, что ОА представ-
ляет собой «очаг асептической незаживающей 
раны», при которой пожизненно преобладают 
противовоспалительные медиаторы, способ-
ствующие продлению жизни и снижению риска 
когнитивных расстройств. Результаты позволяют 
предполагать, что некоторые заболевания из чис-
ла полиморбидных могут выполнять протектив-
ную (адаптивную) роль в отношении стареющего 
организма человека, а полиморбидность не есть 
простая сумма фенотипов и эндотипов входящих 
в ее состав болезней, а некое целое с эмерджент-
ными свойствами, о которых мы пока имеем 
очень смутное представление. 

В целом ряд исследователей [33, 39, 46, 113] 
считают, что вызванные старением структурно-
функциональные изменения в иммунной систе-
ме делают ее более приспособленной для борьбы 
с патогенными микроорганизмами, аутоантиге-
нами. Считается, что с точки зрения эволюции 
изменения в иммунной системе при старении 
направлены на оптимизацию ресурсов старею-
щего организма, даже если это в конечном итоге 
приводит к развитию болезней и смерти. Мно-
гие или большинство возрастных изменений в 
иммунной системе, некоторые возраст-ассоци-
ированные болезни в составе полиморбидности 
могут быть желательными адаптациями к про-
цессу старения  [39]. При этом следует помнить, 
что популяция стареющих людей неоднородна, и 
люди не стареют одинаково, и лежащие в осно-
ве старения механизмы отличаются [40]. Имен-
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но эти различия обуславливают разнородность в 
темпах старения, рисках развития заболеваний 
и полиморбидности, особенностей их течения и 
исходов. В таком случае можно говорить о «пер-
сонализации» старения и полиморбидности, ко-
торые сегодня практически не изучены. Отсюда 
проблемы с новыми подходами к профилактике 
и лечению старения и ассоциированных заболе-
ваний у конкретного человека. 

Готовы ли мы вмешиваться в ИЭ, старение 
иммунной системы, минимизировать риски воз-
никновения возраст-ассоциированных заболе-
ваний? Имеются данные об использовании для 
снижения уровня ИЭ разных по происхожде-
нию и структуре препаратов, которые обладают 
свойствами миметиков ограничения калорий и 
противовоспалительным действием (препараты 
цинка (Zn), ресвератрол, флавоноиды Epimedium 
total, икариин, метформин и др.) [64, 72, 73, 113]. 
Некоторые авторы скептически относятся к воз-
можностям такой, плохо обоснованной, терапии. 
Если рассматривать ИЭ, изменения в иммунной 
системе, связанные со старением, как адапта-
цию/ремоделирование, вероятность достиже-
ния эффекта с помощью известных препаратов, 
разработанных по другим показаниям, слиш-
ком мала  [46]. Эффективность и безопасность 
противовоспалительной терапии будут зависеть 
от уровня воспаления и его продолжительно-
сти у конкретного больного, возраста пациента, 
комбинации полиморбидных заболеваний, ин-
дивидуальных особенностей взаимодействий 
врожденной и адаптивной иммунной системы с 
другими стареющими гомеостатическими систе-
мами и многих других факторов. С учетом множе-
ства переменных в организме пожилого человека, 
обеспечивающих адаптацию и ремоделирование, 
мы, в очередной раз, подошли к осознанию це-
лостности организма человека и необходимости 
уметь сохранять и контролировать целостность. 
Поэтому не случайно «золотым стандартом» вме-
шательств по противодействию старению и сни-
жению риска полиморбидности являются общие 
(системные) вмешательства: ограничение кало-
рий в пищевом рационе (CR), известное как дие-
тическое ограничение (DR) и регулярные физиче-
ские нагрузки [86, 101]. Показано, что CR вместе 
с адекватным потреблением питательных веществ 
увеличивает максимальную продолжительность 
жизни, возможно, благодаря полезным метабо-
лическим, гормональным и функциональным из-
менениям [86]. Предполагается, что действие CR 
обусловлено главным образом его способностью 
подавлять связанные с окислительным стрессом 
нарушения, повышающие риск возрастных за-
болеваний [83, 113]. Установлено, что CR может 
модулировать многие важные воспалительные 
сигнальные пути, вовлеченные в старение и ИЭ: 

NF-κB, mTOR и MAPK [101, 113]. Активация 
NF-κB, увеличение содержания в ПК IL-β, IL-6 
и TNFα, как основных компонентов ИЭ, осла-
бляются при низкокалорийной диете [95, 102]. 
Подчеркивается, что в любых случаях системных 
вмешательств они должны быть по возможности 
персонализированы, с обязательной характери-
стикой «иммунобиографии» человека [40, 46].

Заключение
На основе положений системной биологии 

имеются доказательства того, что физиологи-
ческая дисрегуляция  – возрастное нарушение 
способности сложных регуляторных сетей под-
держивать гомеостаз, играет ключевую роль в 
процессе старении, снижая надежность и слож-
ность системы гомеостаза [29, 81]. В этих усло-
виях стареющая иммунная система способна 
адаптироваться к новым антигенным нагрузкам, 
используя оставшиеся резервы, однако степень 
адаптации, ее исходы индивидуальны [46]. Им-
мунная система человека, когда она функцио-
нирует полноценно, в содружестве с другими 
гомеостатическими системами, главным обра-
зом нервной, метаболической и эндокринной, 
является важнейшим участником управления 
здоровьем. С течением возраста, при наличии 
факторов риска, иммунная система большинства 
людей не способна адаптироваться полноценно 
(дезадаптация), что увеличивает риск развития 
болезней  [83]. Процесс старения и возникно-
вение болезни (полиморбидности) нельзя рас-
сматривать как отдельные явления, хотя они 
существенно отличаются по своей природе и в 
то же время могут взаимодействовать [38]. Опи-
саны различные изменения в иммунной систе-
ме с возрастом, большинство из них признаны 
предрасполагающими факторами возникнове-
ния возрастных заболеваний и их комбинаций. 
Изменения происходят как во врожденной, так 
и в адаптивной иммунной системе, возможно, 
не в одинаковой степени и с одинаковыми по-
следствиями. Существует сложная взаимосвязь 
между старением и старением иммунной систе-
мы, механизмы которых в ряде случаев почти 
идентичны, в других сильно отличаются, воз-
никают совместно, взаимно влияя друг на дру-
га. Будущие направления исследований следует 
сосредоточить на выяснении молекулярных и 
клеточных механизмов этих взаимодействий, по-
становки задач, нацеленных на разработку новых 
вмешательств, способных уменьшать вредные 
последствия старения и использовать полезные 
эффекты для сохранения здоровья и достижения 
максимальной продолжительности жизни. Надо 
надеяться, что на этом долгом пути исследований 
нас будут ожидать не только разочарования, но и 
радости.
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ПРОДУКЦИЯ ФАКТОРОВ, УЧАСТВУЮЩИХ В РЕГУЛЯЦИИ 
ФИБРОЗА, РАЗЛИЧНЫМИ ТИПАМИ МАКРОФАГОВ 
ЧЕЛОВЕКА
Максимова А.А., Шевела Е.Я., Сахно Л.В., Останин А.А., Черных Е.Р.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Макрофаги (Мφ) играют ключевую роль в регуляции процессов фиброгенеза, включая 
пролиферацию фибробластов и миофибробластов, дифференцировку клеток-предшественников в 
миофибробробласты, а также синтез и секрецию компонентов внеклеточного матрикса, преимуще-
ственно коллагена. Направленность эффектов Мφ (стимуляция или подавление) определяется ря-
дом факторов, в том числе стадией фибротического процесса и функциональным фенотипом Мφ, 
который зависит от сигналов микроокружения. Один из возможных путей регуляции фиброгенеза 
заключается в секреции Мφ про- или антифиброгенных факторов, включая матриксные металло-
протеиназы, ингибиторы металлопротеиназ и некоторые цитокины. Однако данные о способно-
сти различных субпопуляций Мφ человека секретировать эти факторы крайне немногочисленны и 
противоречивы. Целью настоящего исследования была характеристика способности М1, М2а и М2с 
Мφ человека, дифференцированных в присутствии гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора, продуцировать матриксные металлопротеиназы (ММР-9) и их тканевые ин-
гибиторы (TIMP-1), а также некоторые цитокины и ростовые факторы. Показано, что по сравнению 
с М2-макрофагами, М1 Мφ, поляризованные липополисахаридом, продуцировали значимо больше 
TNFα, IL-6 и IL-2, которые, помимо провоспалительной активности, обладают, как было показа-
но, способностью инициировать фибротический процесс. В свою очередь, М2а Мφ, индуцированные 
IL- 4, характеризовались высоким уровнем продукции VEGF и при этом низким уровнем TNFα и 
IL-6, что может обусловливать важное участие этих клеток на пролиферативной стадии фиброза и 
стимулировать активное отложение внеклеточного матрикса. И наконец, М2с Мφ, поляризованные в 
присутствии дексаметазона, характеризовались схожим с М2а Мφ спектром исследуемых цитокинов 
и активно продуцировали VEGF на фоне низкой продукции TNFα и IL-6. При этом все три иссле-
дуемые субпопуляции Мφ активно секретировали ММР-9 и TIMP-1, не различаясь значимо между 
собой по уровню продукции этих факторов. Однако М2с Мφ отличались значимо более высоким ин-
дексом соотношения MMP-9/TIMP-1 по сравнению с М1 и М2а Мφ, что играет решающее значение 
на стадии реорганизации фибротического процесса. Таким образом, продукция различными типами 
Мφ MMP- 9 и TIMP-1, в совокупности с другими плейотропными цитокинами и ростовыми фактора-
ми, может отражать их роль в регуляции различных стадий фибротического процесса.

Ключевые слова: макрофаги, поляризация макрофагов, цитокины, матриксные металлопротеиназы, ингибиторы 
матриксных металлопротеиназ, фиброз
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PRODUCTION OF FACTORS INVOLVED INTO FIBROSIS 
REGULATION BY VARIOUS TYPES OF HUMAN MACROPHAGES 
Maksimova A.A., Shevela E.Ya., Sakhno L.V., Ostanin A.A., 
Chernykh E.R.
Research Institute of Fundamental and Clnical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation 

Abstract. Macrophages (Mφ) play a key role in regulation of fibrogenesis, including proliferation of fibroblasts 
and myofibroblasts, differentiation of progenitor cells into myofibroblasts, as well as synthesis and secretion 
of the extracellular matrix, mainly collagen. The direction of the Mφ effects (stimulation or suppression) is 
determined by a number of factors, including the stage of the fibrotic process and the Mφ functional phenotype 
dependent on the signals of microenvironment. One of the feasible ways of the fibrogenesis regulating is the 
secretion of pro- or antifibrotic factors such as matrix metalloproteinases, inhibitors of metalloproteinases and 
some cytokines. However, existing data on ability to secrete these factors by various subpopulations of human 
Mφ are rare and controversial. The aim of this study was to characterize the ability of human M1, M2a, and 
M2c Mφ differentiating in the presence of GM-CSF to produce matrix metalloproteinases (MMP- 9) and their 
tissue inhibitors (TIMP-1), as well as some cytokines and growth factors. As compared to M2 macrophages, the 
M1 macrophages polarized by lipopolysaccharide produced significantly more TNFα, IL-6 and IL-2 that have 
pro-inflammatory activity and are able to initiate a fibrotic process. In turn, M2a Mφ stimulated by IL-4 were 
characterized by a high level of VEGF production and, at the same time, low levels of TNFα and IL-6, which may 
determine the important role of these cells at the proliferative stage of fibrosis and stimulation of extracellular 
matrix deposition. Finally, M2c Mφ polarized by dexamethasone, exhibited the М2а-like cytokine profile, i.e., 
VEGF was actively produced against the background of low TNFα and IL-6 synthesis. Moreover, all three Mφ 
subpopulations did actively secrete MMP-9 and TIMP-1, without significant difference in production of these 
factors. However, M2c Mφ differed by a significantly higher MMP-9/TIMP-1 ratio index compared to M1 and 
M2a Mφ, and it is crucial at the rearrangement stage of the fibrotic process. Thus, the production of MMP-9 
and TIMP-1, together with other pleiotropic cytokines and growth factors by various Mφ subtypes may reflect 
their role in regulation of fibrotic process at various stages. 

Keywords: macrophages, polarization, cytokines, matrix metalloproteinases, inhibitors of matrix metalloproteinases, fibrosis

Введение
Макрофаги (Мφ) представляют гетероген-

ную популяцию клеток врожденного имму-
нитета, которые играют ключевую роль в под-
держании гомеостаза тканей. В соответствии с 
потребностями и под влиянием факторов окру-
жающей среды Мφ дифференцируются в раз-
личные функциональные фенотипы, наиболее 
изученными представителями которых являют-
ся М1- и М2-макрофаги. Отличительной чертой 
М1-макрофагов является наличие провоспали-
тельной активности, в то время как М2-клетки 
проявляют противовоспалительные свойства. 
М2 Мφ играют важную роль в разрешении вос-
паления и стимуляции репаративных процессов 
и могут индуцироваться под действием различ-
ных факторов  – IL-4/IL-13, иммуносупрессив-
ных цитокинов (IL-10, TGF-β), иммунных ком-
плексов, а также ряда гормонов и витаминов 
(дексаметазон и витамин D3). Важно, что в дей-
ствительности спектр фенотипов Мφ чрезвы-
чайно широк, и внутри группы М2-макрофагов 
выделяют как минимум M2a, M2b, M2c и M2d 
подтипы [8, 24]. Характерными поверхностны-
ми маркерами для М1 являются CD68, CD86, 
CD80, CD14, MHC II, IL-1R. В свою очередь,  

для М2а такими маркерами являются маннозный 
рецептор (CD206), CD200R, DecoyR (CD209), 
CD163, IL-1RII, MHC II. M2b-макрофаги харак-
теризуются высоким уровнем экспрессии CD86 и 
MHC II. Для М2с-клеток наиболее часто указы-
ваются CD163, CD206 и CD150, а также иногда 
SRA-1 и NR1C2 (PPAR-δ). Для M2d-макрофагов 
характерным маркером является рецептор к фак-
тору роста эндотелия сосудов VEGF-A [9, 12, 24]. 
Способность Мφ воспринимать сигналы микро
окружения и реагировать на них изменением 
своего фенотипа обуславливает ключевую роль 
Мφ в регуляции множества процессов в организ-
ме, включая репарацию и фиброз, и определяет 
Мφ как «главные регуляторы воспаления и фи-
броза» [32].

Непосредственно после повреждения ткани 
DAMPs (damage-associated molecular patterns), 
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) и 
цитокины нейтрофилов активируют макрофа-
ги (резидентные и рекрутированные моноциты) 
к продукции хемокинов, матриксных металло-
протеиназ (MMPs) и цитокинов (IL-1β, TNFα и 
др.), которые координируют развитие воспали-
тельного ответа. Со временем, при нормальном 
развитии процесса, «воспалительный» фенотип 
Мφ меняется на «репаративный», характеризую-
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щийся секрецией различных ростовых факторов 
(VEGF, TGF-β, IGF-1), стимулирующих ангио
генез, а также пролиферацию фибробластов и 
резидентных прогениторных клеток. Параллель-
но с изменением фенотипа Мφ происходит пере-
ключение исходно провоспалительной активно-
сти фибробластов на синтез новых компонентов 
внеклеточного матрикса (ВКМ), необходимых 
для восстановления нормальной структуры тка-
ни [16]. Активность Мφ в каждый конкретный 
момент тесно координируется с новыми функци-
ями фибробластов и других клеток, участвующих 
в восстановлении и дифференцировке тканей.

В условиях острого и хронического воспале-
ния нормальная репарация ткани может быть 
нарушена, что приводит либо к недостаточно-
му восстановлению (длительно незаживающие 
раны), либо к избыточному накоплению белков 
внеклеточного матрикса (ВКМ), структурному и 
функциональному нарушению органа или ткани 
и развитию фиброза. Известно, что Мφ принима-
ют активное участие в регуляции пролиферации 
и дифференцировки фибробластов, образовании 
и деградации ВКМ, тем самым способствуя или 
препятствуя фибротическому процессу [1, 25]. 
При этом действие Мφ может быть прямым или 
опосредованным растворимыми факторами [6], 
среди которых наибольший интерес представ-
ляют факторы роста и плейотропные цитокины 
(IL-10, TNFα, IL-4, IL-6, IFNγ и др.), регулиру-
ющие активность фибробластов и миофибро-
бластов, а также синтез и продукцию коллагена 
и других белков ВКМ. Однако данные о способ-
ности различных субпопуляций Мφ человека, и 
в особенности субпопуляций М2 Мφ, секрети-
ровать факторы с про/антифибротической ак-
тивностью, крайне немногочисленны и зачастую 
противоречивы. Согласно данным, полученным 
у экспериментальных животных, М1 Мφ могут 
ингибировать фиброгенез и приводить к раз-
витию вялотекущих раневых процессов [17, 27]. 
С другой стороны, М2а Мφ обладают профибро-
тическими свойствами и способствуют развитию 
фиброза [5]. Роль М2с Мφ в развитии фиброза 
не выяснена; предполагается, что М2с регули-
руют реорганизацию ВКМ и ограничение фи-
бротического процесса на завершающих стадиях 
формирования фиброза. Однако Мφ человека в 
значительной мере отличаются от Мφ мыши, в 
частности по спектру продуцируемых металло-
протеиназ [13]. Исходя из вышесказанного, це-
лью данного исследования явилась сравнительная 
характеристика М1-, М2а- и М2с-макрофагов 
человека по продукции ими про- и антифибро-
генных факторов.

Материалы и методы
Генерация М1, М2а и М2с подтипов макрофагов
В исследование были включены 14 условно 

здоровых доноров в возрасте 23-49 лет. Монону-

клеарные клетки (МНК) получали центрифуги-
рованием гепаринизированной крови здоровых 
доноров в градиенте плотности фиколла-веро-
графина (Sigma-Aldrich, США) и далее культиви-
ровали в количестве 4-5 ×  106/мл в 12-луночных 
планшетах (TPP, Швейцария) в среде RPMI-1640 
(«БиолоТ», Россия), дополненной 0,05 мМ 2-мер-
каптоэтанола, 2 мМ пирувата натрия, 0,3 мг/мл 
L-глутамина, 1% незаменимых аминокислот (все 
реагенты Sigma-Aldrich, США), 10% сыворотки 
крови плодов коровы (Biowest, США) и 50 нг/ мл 
рекомбинантного GM-CSF (Sigma-Aldrich, США).  
Через 1 час неадгезивную фракцию клеток удаля-
ли, а адгезивную фракцию продолжали культиви-
ровать в течение 7 дней. Поляризующие стимулы 
(10  мкг/ мл LPS для М1 (Е.  coli 0114:B4, Sigma-
Aldrich, США) 20 нг/мл IL-4 (Sigma-Aldrich, 
США) для М2а, 50 нг/мл дексаметазона (Dex) 
(KRKA, Словения) для М2с) добавляли на 5 день. 
По окончании срока культивирования макрофаги 
(Мφ) получали при помощи механической диссо-
циации, подсчитывали количество клеток и опре-
деляли их жизнеспособность (по исключению 
трипанового синего). От каждого донора крови 
получали как М1, так и М2а и М2с Мφ.

Определение цитокинов в культурах Мφ
Уровень продукции TNFα, IL-6, IL-2, IL-10 

и IL-8 определяли в 7-суточных супернатантах 
культур GM-CSF-дифференцированных Мφ ме-
тодом проточной флюориметрии на 2-лучевом 
лазерном автоматизированном анализаторе (Bio-
Rad, Hercules, США) с использованием коммер-
ческих тест-систем (Bio-Plex Protein Assay System, 
Bio-Rad, США; чувствительность 2 пг/ мл), в 
соответствии с инструкцией фирмы-произво-
дителя. Уровень продукция VEGF, MMP-9 и 
TIMP-1 в супернатантах 7-дневных культур Мφ 
определяли с помощью ELISA kit (все наборы 
R&D System, США) в соответствии с инструкци-
ей производителя в автоматическом считывателе 
микропланшетов на длине волны 450 нм. Полу-
ченные значения пересчитывали индивидуально 
с учетом абсолютного количества Мφ и выражали 
в пг/ мл/105 клеток-продуцентов.

Статистический анализ
Статистическую обработку полученных ре-

зультатов производили с помощью программно-
го обеспечения Statistica 8.0 (StatSoft. Inc., США). 
Данные представлены в виде медианных значе-
ний с указанием интерквартильных диапазонов 
(Q0,25-Q0,75). Достоверность данных оценивалась 
с помощью критерия Вилкоксона для связан-
ных выборок, критерия Манна–Уитни и крите-
рия знаков; различия считались значимыми при 
p  <  0,05. Критерии достоверности *p  <  0,05 и 
**p < 0,01.

Результаты
Макрофаги являются основным источни-

ком нескольких типов MMPs (MMP-1, MMP-7, 
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MMP-8, MMP-9 и MMP-12), а также их эндоген-
ных супрессоров, тканевых ингибиторов метал-
лопротеиназ (TIMPs). Данные, характеризующие 
концентрацию ММР-9 и TIMP-1 в 7-дневных су-
пернатантах культур М1 (LPS), М2а (IL-4) и М2с 
(Dex) представлены на рисунке 1. Видно, что все 
три исследованные популяции Мφ активно про-
дуцировали ММР-9 и TIMP-1. В то же время 
уровень ММР-9 в культурах М2а (IL-4) и М2с 
(Dex) макрофагов превышал таковой в культу-
рах М1 (LPS) (4,3 нг/мл, IQR 3,5-6,1). При этом 
наибольшее содержание ММР-9 выявлялось в 
культурах М2а (5,5 нг/мл, IQR 3,9-7,4), а наи-
меньшее – в культурах М1 (LPS) Мφ (4,3 нг/ мл, 
IQR 3,5-6,1) (p > 0,05). Уровень TIMP-1 был мак-
симальным в культурах М2а (0,67 нг/мл, IQR 
0,28-0,68) и сопоставимым в культурах М1 Мφ 
(0,62  нг/мл, IQR 0,47-1,05), в то время как М2с 
Мφ демонстрировали наименьший уровень про-
дукции (0,49 нг/ мл, IQR 0,09-0,74) (p > 0,05). 

Так как в регуляции процессов синтеза/де-
градации соединительной ткани решающее зна-
чение играет баланс MMPs и TIMPs, мы про-
анализировали значения соотношений MMP-9/
TIMP-1 для различных типов макрофагов. Оказа-
лось, что наибольшие значения MMP-9/TIMP-1 
были характерны для М2с Мφ (9,7; IQR 4,7-43,1), 
в то время как М1 и М2а Мφ характеризовались 
значимо меньшими значениями: 7,42 (IQR 3,6-
7,2, р = 0,045) и 9,0 (IQR 4,2-16,8, р = 0,045) соот-
ветственно.

Поскольку синтез MMPs и TIMPs контроли-
руется различными стимулами, в том числе рас-
творимыми медиаторами, на следующем этапе 
мы исследовали концентрацию некоторых ци-
токинов и ростовых факторов в 7-дневных су-
пернатантах культур М1 (LPS), М2а (IL-4) и М2с 

(Dex), стандартизованных по количеству (рис. 2). 
Видно, что М1 (LPS) Мφ отличались высоким 
уровнем продукции провоспалительных цитоки-
нов – TNFα (Ме 48470 пг/мл), IL-6 (588 пг/мл) и 
IL-2 (358 пг/мл). Кроме того, М1 (LPS) макрофа-
ги активно продуцировали противовоспалитель-
ный цитокин IL-10 (103 пг/мл), а также VEGF 
(325 пг/ мл) и хемокин IL-8 (7904 пг/мл).

По сравнению с М1 (LPS), М2 Мφ характе-
ризовались выраженным снижением продукции 
провоспалительных цитокинов. Наиболее ярко 
это проявлялось в отношении TNFα, содержание 
которого в супернатантах М2а (IL-4) и М2с (Dex) 
было снижено практически в 70 раз и составля-
ло, соответственно, 733 пг/мл (vs 48470; p = 0,08) 
и 701 пг/мл (vs 48470; p  =  0,049). Уровень про-
дукции IL-6 был снижен более чем в 2 раза как в 
культурах М2а (IL-4) (249 vs 588 пг/мл; р = 0,03), 
так и в супернатантах М2с (Dex) макрофагов (253 
vs 588 пг/мл; р = 0,025). В культурах М2а (IL-4) 
и М2с (Dex) Мφ регистрировалось также практи-
чески 5-кратное снижение продукции IL-2. Так, 
М2а (IL-4) Мφ продуцировали IL-2 на уровне 
75 пг/мл (vs 358; р = 0,03), а М2с (Dex) – 81 пг/мл 
(vs 358; p = 0,049). Наряду со сниженным уровнем 
TNFα, IL-6 и IL-2, М2 макрофаги демонстриро-
вали низкий уровень продукции IL-10. Действи-
тельно, по сравнению с М1 (LPS), содержание 
IL-10 в культурах М2а (IL-4) и М2с (Dex) макро-
фагов составляло 6,1 и 4,8 пг/мл соответственно 
(p < 0,05 в обоих случаях). 

В противоположность снижению продукции 
про- и противоспалительных цитокинов, М2а 
(IL-4) и М2с (Dex) макрофаги активно проду-
цировали VEGF и IL-8. Из рисунка 2 видно, что 
уровень VEGF в культурах М2а (IL-4) макрофагов 
более чем в 6 раз превышал таковой в супернатан-

Рисунок 1. Продукция ММР-9 и TIMP-1 различными субпопуляциями макрофагов
Примечание. Данные представлены в виде индивидуальных значений, медианы и интерквартильного диапазона, * – р < 0,05.
Figure 1. MMP-9 and TIMP-1 production by various macrophage subpopulations 
Note. Data are presented as individual values, median and interquartile range, * – p < 0.05.
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Рисунок 2. Содержание цитокинов в супернатантах 7-дневных культур М1 и М2 макрофагов
Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона, * – р < 0,05.
Figure 2. The content of cytokines in the supernatants of 7-day-old cultures of M1 and M2 macrophages 
Note. Data are presented as the median and interquartile range, * – p < 0.05.

тах М1 (LPS) Мφ (2215 vs 325 пг/мл; р = 0,009) и 
практически в 2 раза – в супернатантах М2с (Dex) 
(2215 vs 1137; р = 0,07). Уровень продукции IL-8 
был наиболее высоким в культурах М2с (Dex) Мφ 
(12330 пг/мл), что более чем в 1,5 раза превышало 
содержание IL-8 в культурах М1 (LPS) Мφ, одна-
ко эти различия были недостоверны (p > 0,05).

Сравнительный анализ секреторной актив-
ности двух субпопуляций М2-макрофагов, М2а 
(IL-4) и М2с (Dex), показал, что спектр и уровень 
продукции большинства исследуемых цитокинов 
в супернатантах указанных Мφ был схожим. Дей-
ствительно, М2а (IL-4) и М2с (Dex) Мφ характе-
ризовались низкой продукцией про- и противо-
воспалительных цитокинов и высоким уровнем 
продукции ростовых факторов и хемокинов. 
Примечательно при этом, что М2а (IL-4) клетки 
демонстрировали максимальный уровень VEGF, 
в то время как в культурах М2с (Dex) содержание 
VEGF было также повышенным по сравнению с 
М1 (LPS) Мφ, однако не достигало уровня М2а 
(IL-4) (p < 0,05).

Обсуждение
Благодаря пластичности и широкому спектру 

продуцируемых растворимых факторов, макро-
фаги регулируют течение фибротического про-
цесса, последовательно изменяя свой функцио-
нальный фенотип в зависимости от стадии. Так, 
предполагают, что М1 Мφ принимают участие в 
запуске фибротического процесса, хотя на более 
поздних стадиях могут препятствовать нормаль-
ному ранозаживлению. Так, например, было по-
казано, что в краях хронически незаживающих 
ран преобладают М1-макрофаги, играющие ос-
новную роль в патогенезе хронизации раны [12]. 
Переключение М1-фенотипа на М2а ассоцииру-
ется со снижением воспалительной активности 
и переходом в стадию пролиферации, характе-
ризующуюся активацией миофибробластов и 
активным отложением внеклеточного матрикса 

(ВКМ). На стадии разрешения фиброза ключевая 
роль отводится М2с Мφ – считается, что они обе-
спечивают реорганизацию соединительной тка-
ни и ограничение фибротического процесса [9].

Макрофаги продуцируют несколько типов 
матричных металлопротеиназ (ММР-1, ММР-7, 
ММР-8, ММР-9, ММР-12) и их тканевых ин-
гибиторов (TIMP). ММРs отвечают за разреза-
ние компонентов внеклеточного матрикса (пре-
имущественно коллагена), а TIMPs, связываясь 
с их активными сайтами, ингибируют действие 
MMPs. Уровень синтеза MMPs и TIMPs может 
регулироваться различными стимулами, среди 
которых ключевую роль играют ростовые фак-
торы и цитокины. Баланс MMPs и TIMPs в ор-
ганизме имеет решающее значение для нормаль-
ного течения процессов синтеза и деградации 
соединительной ткани, а нарушение этого балан-
са может приводить к развитию фиброза – избы-
точной продукции и отложению ВКМ. 

Среди различных металлопротеиназ макро-
фагальной природы ММР-9 является наиболее 
важной профиброгенной металлопротеиназой, 
ингибирование или делеция которой снижает 
фиброз в моделях дилатационной кардиомиопа-
тии и инфаркта миокарда [18, 22]. В настоящем 
исследовании показано, что наибольший уро-
вень продукции ММР-9 и TIMP-1 выявляет-
ся в культурах GM-CSF-дифференцированных 
М2а (IL-4) Мφ. При этом активность TIMP-1 
представляет интерес не только с точки зрения 
ММР-ассоциированных эффектов на функцио-
нирование ВКМ. Известно, что семейство TIMP, 
включая TIMP-1, участвует в регуляции роста 
различных типов клеток, в частности стимули-
руя пролиферацию фибробластов [21]. Исходя 
из этого, высокий уровень продукции TIMP-1, с 
одной стороны, способствует снижению актив-
ности MMPs, а с другой  – усиливает рост фи-
бробластов, что является основным фактором 
развития фиброза. В совокупности эти данные 
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свидетельствуют о профиброгенном потенциале 
М2а (IL-4) Мφ. В отличие от М2а, М2с (Dex) Мφ 
характеризуются наименьшим уровнем продук-
ции TIMP-1 и высоким соотношением ММР-9/
TIMP-1. Считается, что роль М2с Мφ значитель-
но возрастает в фазе ремоделирования [9], поэто-
му преобладание ММР-9 над TIMP-1 в культурах 
М2с (Dex) Мφ может указывать на способность 
этого типа Мφ ограничивать синтез соединитель-
ной ткани. Кроме того, низкий уровень TIMP-1 
прямо коррелирует со сниженной пролифераци-
ей фибробластов, что также способствует ограни-
чению фиброза [20].

Говоря о роли MMPs в фиброгенезе, важно 
понимать, что разные типы клеток-продуцентов 
MMPs (эпителиальные клетки, фибробласты, 
макрофаги, фиброциты или лейкоциты перифе-
рической крови) оказывают различное влияние 
на фибротический процесс, так что повышен-
ная экспрессия MMP в одном типе клеток может 
быть «профиброгенной», тогда как в другом  – 
отражать «антифиброгенную» активность. По-
добно этому, MMPs могут иметь одну функцию 
на ранних стадиях процессов заживления ран и 
совершенно противоположную – в поддержании 
или распространении фиброза. Следовательно, 
практически невозможно охарактеризовать кон-
кретную MMP исключительно как «про-» или 
«анти-» фиброгенную [3]. 

Синтез MMPs и TIMPs контролируется раз-
личными сигналами микроокружения, в том 
числе ростовыми факторами и цитокинами. Из-
вестно, что в регуляции синтеза ВКМ ключевую 
роль играет TGF-β1 [23]. В то же время различ-
ные факторы воспалительного микроокружения, 
включая цитокины, также оказывают влияние 
на фиброгенез, действуя либо непосредственно 
на продукцию белков ВКМ, либо через TGF-β1-
индуцированные эффекты. При этом эффекты 
цитокинов могут значительно варьировать в за-
висимости от стадии фибротического процесса. 
В исследованиях, выполненных преимуществен-
но на экспериментальных животных, показано, 
что TNFα и IL-6 имеют ключевое значение на 
начальных этапах. Так, было продемонстрирова-
но, что TNFα запускает формирование фиброза 
печени и способствует его прогрессии [34], а ис-
пользование анти-TNFα моноклональных анти-
тел предотвращает развитие фиброза [31]. Анало-
гичной способностью запускать фибротический 
процесс обладает и IL-6 [7]. Помимо этого, в 
исследовании Liu X. было показано, что провос-
палительные цитокины – IL-1β, TNFα и IFNγ – 
усиливают TGF-β1-индуцированную продук-
цию ВКМ через активацию рецептора TGF-β 
типа I [19]. Полученные нами результаты о выра-
женной продукции TNFα и IL-6 М1 (LPS) макро-
фагами согласуются с вышеупомянутыми рабо-
тами и свидетельствуют о способности М1 (LPS) 
Мφ с провоспалительным фенотипом иниции-

ровать фиброз. Не противоречит такому взгляду 
на М1 (LPS) Мφ и высокий уровень продукции 
IL-2 в культурах этих клеток. Считается, что IL-2 
может вносить непосредственный вклад в актив-
ность фибробластов, поскольку фибробласты 
экспрессируют функционально активные IL-2R, 
в частности субъединицы β и γ [4]. В качестве од-
ного из механизмов IL-2-индуцированного роста 
фибробластов рассматривается аутофагия [15].

На более поздних стадиях фиброза (проли-
феративной стадии и стадии разрешения) TNFα 
и IL-6 могут оказывать ингибирующее влияние 
на развитие фиброза. Так, например, показано, 
что TNFα подавляет экспрессию гена α1-цепи 
коллагена I [11]. Согласно данным Redente E.F. 
и соавт., введение TNFα мышам с развившим-
ся легочным фиброзом уменьшает фиброзную 
нагрузку, улучшает функцию и архитектуру лег-
ких  [26]. С учетом определяющей роли стадии 
фиброза как для реализации эффектов цитоки-
нов, так и в плане доминирующего фенотипа 
Мφ, относительно невысокое содержание TNFα 
и IL-6 в культурах М2а (IL-4) может указывать на 
профибротические свойства М2а, а в культурах 
М2с (Dex) Мφ  – отражать антифибротические 
свойства М2с макрофагов. Следует подчеркнуть, 
что двойственный характер эффектов описан и 
для других цитокинов – IFNγ, IL-4 и др. [14, 30]. 

Наряду с ожидаемо высокой секрецией про-
воспалительных цитокинов, М1 (LPS) макрофа-
ги в нашем исследовании продуцировали также 
значимо более высокие количества (по сравне-
нию с М2 Мφ) IL-10, который, как полагают, об-
ладает антифиброгенным эффектом [28]. Данная 
особенность М1-макрофагов может быть связана 
с природой используемого поляризующего сти-
мула, так как известно, что LPS индуцирует про-
дукцию IL-10 в Мφ [2, 29].

Ростовые факторы также принимают актив-
ное участие в процессе фиброгенеза, в основном 
оказывая профиброгенное (TGF-β, PDGF, FGF, 
VEGF, IGF) и в некоторых случаях  – антифи-
брогенное действие (HGF) [28]. При этом если 
TGF-β является ключевым профиброгенным 
фактором, то роль некоторых других ростовых 
факторов, в частности VEGF, в развитии фибро-
тического процесса не так однозначна. Показа-
но, что VEGF, с одной стороны, может оказывать 
стимулирующий эффект на пролиферацию и ак-
тивацию фибробластов, а с другой – играет важ-
ную роль в разрешении фиброза [33]. В модели 
блеомицин-индуцированного фиброза легких у 
мышей VEGF описывается как профиброгенный 
медиатор [10]. Выявленный нами высокий уро-
вень продукции VEGF в культурах М2а Мφ мо-
жет указывать на способность данного типа Мφ 
оказывать профиброгенный эффект на проли-
феративной стадии развития фиброза. С другой 
стороны, VEGF, продуцируемый М2с Мφ, роль 
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которых возрастает на стадии ремоделирования, 
по-видимому, необходим для нормального разре-
шения фибротического процесса.

В целом исследование секреторной активно-
сти макрофагов показало, что М1 (LPS) Мφ могут 
принимать участие на ранних этапах формиро-
вания фиброза (этапах инициации), продуцируя 
такие провоспалительные цитокины, как TNFα 
и IL-6. В свою очередь, М2а (IL-4) Мφ проду-
цируют факторы, которые на пролиферативной 
стадии фиброза обеспечивают активацию фибро-
бластов, их пролиферацию и синтез коллагена, 
что говорит об их важной роли в разгаре фибро-
тического процесса. И наконец, М2с Мφ харак-

теризуются высоким уровнем продукции VEGF, 
а также индексом соотношения MMP-9/TIMP-1, 
которые играют важную роль на стадии разре-
шения. Полученные нами данные могут свиде-
тельствовать о том, что секреторная активность 
различных подтипов макрофагов является от-
ражением их роли в регуляции фиброза. В то же 
время, поскольку в основе развития фиброза ле-
жит пролиферация фибробластов, целью наших 
дальнейших исследований является изучение 
влияния различных типов макрофагов на рост и 
функциональную активность фибробластов, что 
позволит наиболее полно охарактеризовать уча-
стие макрофагов в развитии фиброза.
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КЛЕТОК ЕСТЕСТВЕННЫХ КИЛЛЕРОВ ЛИНИИ NK-92 
С ПОМОЩЬЮ MALDI-МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ
Кореневский А.В.1, Щербицкая А.Д.2, Березкина М.Э.1, 
Маркова К.Л.1, Александрова Е.П.1, Балабас О.А.3, Сельков С.А.1, 4, 
Соколов Д.И.1, 4

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБУН «Институт эволюционной физиологии и биохимии имени И.М. Сеченова Российской академии наук», 
Санкт-Петербург, Россия  
3 Ресурсный центр «Методы анализа состава вещества» ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный 
университет», Санкт-Петербург, Россия 
4 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Отделяющиеся от плазматической мембраны клетки экстраклеточные везикулы служат 
транспортерами широкого спектра молекул, среди которых важное функциональное значение при-
дается белкам, липидам, нуклеиновым кислотам и сахарам. Цитотоксические белки естественных 
киллеров играют ключевую роль в осуществлении их цитолитических функций. Одним из важных 
этапов в понимании дистантной коммуникации клеток и механизмов ее регуляции является опре-
деление протеомного состава микровезикул. Целью данного исследования явилось изучение проте-
омного состава микровезикул, образуемых клетками естественных киллеров линии NK-92. В резуль-
тате MALDI-TOF-масс-спектрометрического анализа белковых фракций лизата микровезикул было 
идентифицировано 986 белков, выполняющих различные функции. С помощью автоматизирован-
ных методов функционального анализа показано, что наибольшие по численности группы белков 
представляют гипотетические белки, белки c неизвестными функциями, домены. Наиболее предста-
вительные группы также образуют регуляторы транскрипции, белки внутриклеточной сигнализации, 
регуляторы трансляции, транскрипции, процессинга и утилизации РНК, рецепторы, регуляторы 
процессинга и протеолиза белков, ферменты обмена аминокислот, а также транспортные белки и 
регуляторы транспорта. Минорные функциональные группы представлены ферментами обмена ви-
таминов и минерального обмена, мембранными и микродоменобразующими белками, гормонами, 
регуляторами гемостаза, сенсорных систем, специфическими митохондриальными белками и белка-
ми аппарата Гольджи, белками межклеточной сигнализации. Промежуточное положение занимают 
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различные функциональные группы, в том числе белки цитоскелета, структурные и моторные бел-
ки, белки центриолей, ионные каналы и их регуляторы, белки убиквитин-протеасомной системы де-
градации белков, ферменты обмена липидов, стероидов и жирных кислот, нуклеиновых (азотистых) 
оснований, углеводов, а также ферменты энергетического обмена и другие белки-участники проме-
жуточного метаболизма, белки иммунного ответа и воспаления, антигены и белки гистосовмести-
мости, цитокины и факторы роста, регуляторы апоптоза, аутофагоцитоза, эндоцитоза и экзоцитоза, 
регуляторы клеточного цикла и деления, регуляторы пролиферации, клеточной дифференцировки и 
морфогенеза, регуляторы клеточной адгезии, метаболизма матрикса и адгезии к нему, ядерные транс-
портные белки, белки транспозиции, белки систем репликации и репарации ДНК, а также неактив-
ные белки. Полученные данные расширяют имеющиеся представления о дистантной коммуникации 
клеток и указывают на новые механизмы взаимодействия естественных киллеров и клеток-мишеней.

Ключевые слова: естественные киллеры, микровезикулы, иммунный ответ, воспаление, протеом, MALDI-TOF-масс-
спектрометрия

MALDI-TOF MASS SPECTROMETRIC PROTEIN PROFILING OF 
MICROVESICLES PRODUCED BY THE NK-92 NATURAL KILLER 
CELL LINE
Korenevsky A.V.a, Shcherbitskaya A.D.b, Berezkina M.E.a, 
Markova K.L.a, Alexandrova E.P.a, Balabas O.A.c, Selkov S.A.a, d, 
Sokolov D.I.a, d

a D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology, and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation  
b I. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 
Russian Federation  
c Chemical Analysis and Materials Research Centre, St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation 
d First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Extracellular vesicles that are shed from the plasma membrane contain a wide range of molecules, 
among which are proteins, lipids, nucleic acids, and sugars. The cytotoxic proteins of natural killer cells play 
a key role in the implementation of their cytolytic functions. One of the important steps in understanding the 
distant communication of cells is the determination of the proteome of microvesicles. This study was aimed 
at the protein profiling of the microvesicles produced by the NK-92 natural killer cell line. 986 proteins with a 
variety of functions were identified in the lysate of microvesicles using the MALDI-TOF mass spectrometric 
analysis. With automated methods of functional analysis applied, it has been shown that the largest protein 
groups are hypothetical proteins, proteins with unknown functions, and domains. The most representative 
groups are also comprised by transcription regulators; intracellular signaling proteins; RNA translation, 
transcription, processing, and utilization regulators; receptors; protein processing and proteolysis regulators; 
amino acid metabolism enzymes, as well as transport proteins and transport regulators. Minor functional groups 
are represented by vitamins and mineral metabolism enzymes, membrane and microdomain-forming proteins, 
hormones, hemostatic regulators, regulators of sensory systems, specific mitochondrial and Golgi apparatus 
proteins, and extracellular signaling proteins. An intermediate position is occupied by various functional groups, 
including cytoskeleton and motor proteins; proteins of centrioles; ion channels and their regulators; proteins of 
the ubiquitin-proteasome pathway of protein degradation; lipid, steroid, and fatty acid metabolism enzymes; 
nucleic acid base and carbohydrate metabolism enzymes, as well as energy metabolism enzymes and other 
proteins involved in intermediate metabolism; proteins of the immune response and inflammation; antigens 
and histocompatibility proteins; cytokines and growth factors; regulators of apoptosis, autophagy, endocytosis, 
and exocytosis; regulators of the cell cycle and division; regulators of proliferation, cell differentiation, and 
morphogenesis; regulators of cell adhesion and matrix metabolism; nuclear transport proteins; transposition 
proteins; DNA replication and repair proteins, as well as inactive proteins. The data obtained expand the 
existing knowledge of the distant communication of cells and indicate new mechanisms of interaction between 
natural killer and target cells.

Keywords: natural killer cells, microvesicles, immune response, inflammation, proteome, MALDI-TOF mass spectrometry
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Introduction
Microvesicles (MVs) are subcellular structures 

that are shed from the plasma membrane and may 
participate in intercellular communication. MVs 
transfer various proteins, nucleic acids, lipids, 
and sugars from cell to cell and are involved in the 
regulation of various biological processes, including 
angiogenesis, placentation, regeneration, and 
malignancy [18].

Of particular interest among various MV sources 
are natural killer (NK) cells, which are a lymphocyte 
subpopulation that carries out contact cytolysis of 
virus-infected and tumor cells, and exerts a regulatory 
function. There is indirect evidence that NK cells are 
able to produce MVs, since the cells with the CD56 
phenotype, as well as those of leukocyte origin with 
different phenotypes, were found in peripheral blood 
plasma [29].

The cytotoxic activity of exosomes derived from 
activated peripheral blood NK cells against various 
tumor cell lines has been shown in a number of studies 
devoted to the isolation and description of various 
extracellular MVs released from NK cells. According 
to the authors, this cytotoxicity is exerted due to Fas 
ligand molecules being expressed on their surface [16], 
as well as effector molecules, namely perforin [8, 16], 
granzymes, and granulisin, being transferred [8]. The 
authors of these studies consider promising the use of 
extracellular MV preparations obtained from NK cells 
in the treatment of various tumors.

In the above studies, activated peripheral blood 
NK cells were mainly used, however, the use of their 
MVs for immunotherapy is fraught with considerable 
difficulties, among which are the search for suitable 
donors and the isolation of a sufficient amount of 
biomaterial [16]. The use of MVs obtained from the 
NK-92 cell line (NK-92 cells) for this purpose seems 
more promising due to the ease of their preparation 
in large quantities and the severity of their cytotoxic 
effect [16].

Facing the potential prospect of using NK-92 
cell-derived MVs for delivery of antitumor drugs and 
regulatory molecules to target cells [36], the study of 
functional properties, phenotype, and biochemical 
cargo of these MVs seems to be an important area of 

research, which will possibly allow evaluating both 
positive and negative effects of such therapy.

Cytotoxic proteins of NK cells (Fas ligand, 
perforin, granzymes, granulisin, and LL-37 poly
peptide) play a key role in the implementation of 
their cytolytic functions [7, 8, 11, 15, 16, 17, 26]. The 
protein profiling of MVs capable of contributing to 
the cytotoxic effect of NK cells against target cells 
is one of the important steps in understanding the 
distant communication of cells and the mechanisms 
of its regulation. Data to be obtained on the proteomic 
composition of the NK cell-derived MVs would 
allow assessing previously unknown mechanisms 
of interaction between NK and target cells under 
physiological and pathophysiological conditions.

Earlier, using two-dimensional gel electrophoresis 
coupled with Q-TOF mass spectrometry, we 
identified a number of proteins in MVs released from 
NK-92 cells, among which were found granzyme A, 
heat shock proteins, components of the ubiquitin-
proteasome system, protein biosynthesis and energy 
metabolism enzymes, nuclear and serum proteins, and 
cytoskeleton proteins [12]. Given the limitations of 
our own data obtained, as well as the incompleteness 
of information on the proteome of the source cells [15, 
17, 26], this study was aimed at expanding the existing 
knowledge of the proteomic profile of the MVs. To 
undertake this, MALDI-TOF mass spectrometry was 
used to identify tryptic peptides in protein fractions 
obtained from NK-92 cell-derived MV lysates by 
isoelectric focusing in the liquid phase.

Materials and methods
Cells and cell culture
The cells of the NK-92 cell line (American Tissue 

Culture Collection, USA), obtained from large 
granular peripheral blood lymphocytes of a 50-year-
old man with rapidly progressive non-Hodgkin’s 
lymphoma, reproduce the main phenotypic and 
functional characteristics of activated NK cells. The 
NK-92 cell line is a suspension culture, requiring 
subculturing every 48 hr. The cells were cultured 
spontaneously using the complete cell culture medium 
based on the α-modification of the Minimum 
Eagle medium (α-MEME; BioloT Ltd., Russia) 
supplemented with 12.5% inactivated fetal calf 
serum, 12.5% inactivated donor horse serum (both 
depleted of their own MVs using membrane filters 
with a pore diameter of 0.1 μm), 0.2 mM myoinositol, 
0.02 mM folic acid, 2 mM L-glutamine, 100 μg/ mL 
streptomycin, 100 IU/ml penicillin, 10 mM HEPES 
buffer solution, 0.1 mM 2-mercaptoethanol (Sigma- 
Aldrich Chem. Co., USA), and 500 IU/ml reco
mbinant IL-2 (Roncoleukinum; Biotech Ltd., 
Russia). The cells were cultured using standard cell 
culture procedures under the damp atmosphere at 
37  °C and 5% CO2. Using the trypan blue solution, 
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the cell vitality was evaluated, which was not less than 
96%.

Isolation of biomaterial
Due to no single standard protocol available for 

the isolation and characterization of MVs, various 
methodological approaches are currently used to 
obtain MV fractions with a proper degree of purity and 
enrichment. The MVs separated from NK-92 cells 
were isolated by the modified step-wise centrifugation 
method [29] in Hanks’s solution without Ca2+ and 
Mg2+ (Sigma-Aldrich Chem. Co., USA), for which 
the supernatants were sequentially centrifuged at 
200 g (room temperature, 10 min) and 9 900 g (4 °С, 
10 min). The pellet after the second centrifugation 
was washed twice with cold phosphate buffer 
solution (PBS; Sigma-Aldrich Chem. Co., USA) 
and recentrifuged at 19 800  g (4 °С, 20 min). The 
supernatant was discarded, the pellet being washed 
several times with cold PBS, each time precipitating 
the MVs by centrifugation at 19 800 g (4 °С, 20 min). 
The purified pellet was resuspended in MilliQ 
deionized water, with the protease inhibitor mixture 
(cOmplete, EDTA-free; Roche Diagnostics GmbH, 
Germany) added at the concentration specified by 
the manufacturer, and was then stored at -80 °С until 
being analyzed. This protocol allows isolating MVs 
with a diameter of 100-200 nm with sufficient purity 
and minimal losses of the biomaterial, while the MVs 
are sequentially separated from coarse particles of 
cellular debris and large apoptotic bodies, as well as 
from exosomes.

Laser correlation analysis
The granulometric analysis of the MVs released 

from NK-92 cells was performed by the dynamic 
light scattering method described elsewhere [12]. The 
MV diameter was calculated using Zetasizer Software 
7.11 (Malvern Instruments, UK). The dimensions 
of the MVs were shown to lie in the 190-460 nm 
range corresponding to the diameter of ectosomes 
(100-1000 nm), the peak size being equal to 295 nm 
(40.8%, n = 3). The data obtained by us are consistent 
with the results of other researchers who evaluated the 
size of MVs produced by different cells [32]. Besides, 
the analysis of the supernatant obtained after the MV 
isolation showed that sizes of remnant particles lay in 
the range of 15-190 nm, the peak size being equal to 
28 nm (less than 30%, n = 3).

Biomaterial preparation
The frozen MVs were thawed and subjected to 

repeated “freeze-thaw” cycles five times, and were 
then intensively homogenized in a glass homogenizer 
for 5 min. The debris was removed by centrifugation at 
16 000 g (4 °С, 10 min), and the supernatant collected 
for further investigation.

Spectrophotometric analysis
The analysis of the MV protein content was 

performed through the Bradford protein assay 

using the NanoDrop One spectrophotometer and 
NanoDrop One Viewer software (Thermo Scientific, 
USA).

Isoelectric focusing
To separate the MV proteins, the isoelectric focusing 

method in the liquid phase was used. This method was 
performed on an OFFGEL High Resolution IPG 
strip (24 cm) with the immobilized pH 3-10 gradient 
in the 3100 OFFGEL Fractionator chamber (Agilent 
Technologies, USA) under active rehydration and 
subsequent separation at 200-3 400 V (20 °C, 24 hr). 
The strip was loaded with the MV lysate so that the 
protein content (150 μg) in the strip was sufficient 
to obtain valid data. The analysis was performed 
under denaturing conditions in accordance with 
the manufacturer’s protocol (Agilent Technologies, 
USA). For isolation from the environment, the strip 
in the chamber was covered with mineral oil.

MALDI-TOF mass spectrometric analysis
After isoelectric focusing, the protein fractions 

were mixed with ice-cold acetone (“extra pure grade”, 
Khimmed Ltd., Russia) (3:1, v/v) and were incubated 
at -20 °С for 30 min. The precipitated proteins were 
then centrifuged at 15 000 g (4 °C, 10 min), with the 
obtained supernatant discarded and the precipitates 
washed with a cooled acetone-water mixture (4:1, 
v/v), followed by being recentrifuged and dried up in 
the air at room temperature until the smell of acetone 
was gone. Thereafter, 10 μl of modified bovine trypsin 
solution (Promega, USA) were added to the dried 
samples at a concentration of 20 ng/ml and incubated 
first for 1 hr on ice and then for 16-18 hr at 37  °С. 
Mixtures of tryptic peptides in the solutions were 
dried up in the air at 4 °C and were then dissolved in 50 
μl of 50% acetonitrile-water solution (Sigma-Aldrich 
Chem. Co., USA) containing 0.1% trifluoroacetic 
acid (Sigma-Aldrich Chem. Co., USA). The contents 
of the tubes were thoroughly mixed on a Vortex shaker 
until completely dissolved. The resulting solutions 
were applied to standard steel target plates for MALDI 
analysis based on the following protocol: 2 × 0.5 μl of 
the matrix solution and 5 × 0.5 μl of a protein sample 
solution (in order to concentrate it on the substrate 
as much as possible). The 2,5-dihydroxybenzoic acid 
solution at a concentration of 10 mg/ml in 10 mM 
sodium chloride (Sigma-Aldrich Chem. Co., USA) 
was used as the matrix. The mixtures were dried up 
in the air.

MALDI-TOF mass spectra of tryptic peptides 
were acquired on the Axima Resonance MALDI mass 
spectrometer (Shimadzu/Kratos Analytical Ltd., 
UK) in the range of 200-3000 m/z with mass accuracy 
of all measurements within 0.01 m/z unit, selecting 
the laser power which is optimal for achieving good 
results. The measurements were carried out in the 
positive ion mode.
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Proteins were searched against the UniProt 
(SwissProt) database (https://www.uniprot.org) 
and the NCBI database (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov) with a taxonomic restriction for the species 
Homo sapiens using the Mascot search engine (www.
matrixscience.com) by peptide mass fingerprinting. 
Parallel search was performed using the database of 
inverted and random amino acid sequences (decoy). 
After the peptides were identified, the determined 
proteins were checked for their compliance with their 
actual positions on the strip.

Functional analysis
The established proteins were divided into 

groups depending on molecular function, cellular 
component, and biological process. It should be noted 
that such a division is largely arbitrary, since many 
of the proteins we have discovered show multiple 
functions in the cell, and in most cases, it corresponds 
to the division principle accepted in the SwissProt and 
NCBI databases.

The functions of proteins and their positions in the 
cell were also determined using the GeneGO database 
with the algorithms of the DAVID Bioinformatics 
Resources 6.8 (https://david.ncifcrf.gov). The 
resulting list of all functional groups, along with the 
data on the number of proteins in each group, was 
further processed by REVIGO (http://revigo.irb.
hr), which simplifies long GO term lists by clustering 
similar groups and avoids the distribution of the same 
protein in different groups. Meanwhile, the identified 
proteins were compared with the data of MV 
proteomes from different sources using the EVpedia 
database algorithms (http://evpedia.info).

Results
The total protein content in the MVs produced 

by NK-92 cells was found to be 2.5±0.30 μg/106 
source cells. The data obtained subsequently allowed 
calculating the protein load of the strip for isoelectric 
focusing to obtain valid results.

During the isoelectrophoretic separation of the 
MV proteins, 24 fractions were obtained in the pH 
range from 3 to 10 with a step between fractions of 
approximately 0.3.

The MALDI-TOF mass spectrometric analysis 
determined a total of 986 proteins having a variety of 
functions.

Thus, the largest group of the proteins identified 
is represented by hypothetical proteins, proteins with 
unknown functions, and domains (117 entries). The 
most representative groups (comprising more than 
40 proteins each) are also formed by transcription 
regulators; intracellular signaling proteins; RNA 
translation, transcription, processing, and utilization 
regulators; receptors; protein processing and 
proteolysis regulators; amino acid metabolism 

enzymes, as well as transport proteins and transport 
regulatory proteins.

Minor functional groups (including less than 10 
entries each) are represented by vitamin metabolism 
and mineral metabolism enzymes, membrane 
microdomain proteins, hormones, hemostatic 
regulators, sensory system proteins, specific 
mitochondrial and Golgi apparatus proteins, and 
intercellular signaling proteins.

The intermediate position (from 10 to 40 entries in 
each group) is occupied by various functional groups, 
including cytoskeleton and motor proteins; centriole 
proteins; ion channels and their regulators; proteins 
of the ubiquitin-proteasome system; lipid, steroid 
and fatty acid metabolism enzymes; nucleic acid 
base metabolism enzymes; carbohydrate metabolism 
enzymes, as well as energy metabolism enzymes and 
other proteins involved in intermediate metabolism; 
proteins of the immune response and inflammation; 
antigens and histocompatibility complex proteins; 
cytokines and growth factors; regulators of apoptosis, 
autophagy, endocytosis, and exocytosis; cell cycle 
and division regulators; cell proliferation and 
differentiation regulators; developmental proteins; 
cell adhesion and matrix proteins; nuclear transport 
proteins; transposition proteins; DNA replication and 
repair proteins, as well as inactive proteins.

The identified proteins were also distributed 
into functional groups by the DAVID GO analysis 
algorithm, the proteins showing a number of functions 
in the cell appearing simultaneously in several groups. 
The resulting list of 654 functional groups was further 
reduced using REVIGO. Thus, the most common 
groups were obtained, being distributed by molecular 
function (Fig. 1A), cellular component (Fig. 1B), and 
biological process (Fig. 1C).

The analysis of the identified proteins distributed 
by molecular function showed that the bulk of them is 
involved in protein (66%) and carbohydrate derivative 
(16%) binding, while the minor components 
altogether account for only 18% and include anion, 
carboxylic acid, magnesium ion, SNARE, syntaxin, 
GDP, and modified amino acid binding, as well as 
transferase activity, transferring acyl groups other 
than amino-acyl groups, and anion channel activity 
(Fig. 1A).

The distribution of proteins by cellular component 
showed that the most representative (7-20%) groups 
include proteins of the intracellular part, organelles 
and membrane-bounded organelles, cytoplasm, 
nucleus, and macromolecular complex, while 
proteins of the mitochondrial part, entire membrane, 
and membrane protein complex, as well as anchoring 
and adherens junctions, are minor components, 
which account for only 9% of the total number of the 
identified proteins (Fig. 1B).
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Figure 1. Functional groups of proteins obtained from lysates of microvesicles produced by the NK-92 natural killer cell 
line: A – molecular function; B – cellular component; C – biological process
Note. *, p < 0.05; **, p < 0.005; ***, p < 0.001; DAVID 6.8 and REVIGO.
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The functional groups distributed by biological 
process were found to be uniform, though. There 
are approximately equal proportions (10-14%) in 
the groups of proteins responsible for the cellular 
developmental and single-organism metabolic 
processes, and regulation of molecular function and 
macromolecule organization. The groups of proteins 
with slightly smaller fractions (6-9%) are represented 
by molecules involved in the regulation of catalytic 
activity, organonitrogen compound and phosphate 
metabolic process, and biological adhesion, as well 

as the regulation of transport and vesicle-mediated 
transport (Fig. 1C).

Additionally, DAVID Functional Annotation 
Clustering analysis of the identified proteins was 
performed, combining similar functional groups into 
one cluster (in this case, all the proteins were counted, 
but not totalized). As in the case of the distribution 
by functional groups, the most common groups of the 
proteins were selected for the subsequent analysis, 
being distributed by molecular function (Fig. 2A), 
cellular component (Fig. 2B), and biological process 
(Fig. 2C).

Figure 2. Most common clusters of proteins obtained from lysates of microvesicles produced by the NK-92 natural killer 
cell line: A – molecular function; B – cellular component; C – biological process
Note.  Percentage of the total number of identified proteins. *, p < 0.05; **, p < 0.005; ***p,  < 0.001; DAVID 6.8.
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In contrast to the clustering of GO terms by 
molecular function (Fig. 2A), which did not reveal 
significant discrepancies with the results of functional 
analysis (Fig. 1A), cluster annotation analysis of the 
identified proteins based on information about their 
biological function (Fig. 2C) revealed 1.5-2.0-fold 
higher fractions of the functional groups and even 
higher ones exceeding the data of functional analysis 
by 3.5-4.0 times, when the proteins were analyzed 
based on cellular component (Fig. 2B).

An analysis performed using the EVpedia database 
algorithms compared the currently known MV 
proteomes (produced by mesenchymal bone marrow 
stem cells, cerebral endothelial cells, glioblastoma, 
hepatocarcinoma, and blood platelets) with the data 
obtained in our study (Fig. 3). Thus, we were able 
to obtain another set of functional groups of the 
identified proteins that were significantly (p < 0.001) 
better represented in the MVs released from NK-92 
cells.

It was shown that the main difference between the 
MVs produced by NK-92 cells and other sets of MVs 
was in metabolic peculiarities and cellular component 
organization or biogenesis (400-788 entries). The next 
most significant difference was the increased number 
of proteins involved in developmental process, cellular 
response to stimulus, multicellular organismal, and 
cell communication (227-355 entries). The smallest 
difference was revealed in the regulation of biological 
process, molecular function, and catalytic activity 
(98-139 entries).

Discussion
NK-92 cells used by us allow in vitro analyzing 

the main biochemical processes that occur in NK 
cells in vivo, including those leading to spontaneous 
secretion of MVs into the extracellular space. The 
data obtained using MALDI-TOF mass spectrometry 
indicate that the MVs produced by NK-92 cells are 
characterized by a wide range of proteins with various 
functions and properties, providing the possibility of 
multilateral regulation of cell metabolism.

In the last 10-15 years, international research 
teams studied in detail the proteome of NK cells 
with the CD56dim or CD56bright phenotype [15, 
17, 26]. However, the most detailed of them only 
mentions approximately 3  000 proteins [26], which 
is significantly less than the number of proteins 
contained in any eukaryotic cell. That strongly 
indicates the incompleteness of the NK cell proteome 
described to date. Nevertheless, the main functional 
groups of proteins presented in the above work 
matched those found in our study. However, from the 
list of proteins presented in that work, only 120 entries 
(4.1%) matched those found by us in the MVs derived 
from the source cells. Meanwhile, the remaining 869 
entries of the proteins identified by us in the MVs 
give a piece of new information on the NK-92 cell 
proteome.

In concordance with the biogenesis pathways of 
the studied MVs, their proteome constitutes a set of 
protein molecules of cellular origin. Proteomes of 

Figure 3. Specific functional groups of proteins obtained from lysates of microvesicles produced by the NK-92 natural 
killer cell line
Note. p < 0.001; EVpedia
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MVs produced by platelets, mature lymphocytes, 
endotheliocytes, mast and some other types of cells 
are currently studied, and data from these studies 
are presented by a number of authors [9]. Thanks to 
these works, it is known that in MVs derived from 
blood and vascular cells, there are both non-specific 
proteins characteristic of any type of cells and specific 
proteins involved in the functioning of a particular 
cell. Proteins specific for cells of a certain type are, as 
has been shown, a T-cell receptor expressed primarily 
on T-lymphocytes, platelet P-selectin, and other 
proteins capable of being involved in the immune 
response. Regardless of their cellular origin, MV 
proteins, are most often involved in the formation of 
vesicles. Undoubtedly, such proteins are tetraspanins 
(CD9, CD63, CD81, and CD82), heat shock proteins 
(HSP70, HSP90), cytoskeletal elements, enzymes 
of various metabolic pathways, adhesion molecules, 
as well as proteins of the main histocompatibility 
complex (MHC) [30].

In the MVs studied by us, proteins belonging 
to the above classes were also found, in particular 
tetraspanin-32, chaperones, structural and motor 
proteins, numerous proteins involved in metabolism 
(those forming the cytoskeleton, along with enzymes 
involved in various metabolic pathways, constituted 
a more significant part of the identified proteome), 
alpha-catulin, cadherins, liprin, as well as proteins 
associated with the MHC. Besides, we identified 
some specific proteins, in particular those responsible 
for the implementation of the defense mechanisms, 
chemokines and cytokines, as well as their 
receptors, semaphorins, defensins, collectin, ficolin, 
interferon  β, TGF-β, TNF ligands, growth factors, 
regulators of apoptosis (including granzyme A, a 
serine protease expressed in cytotoxic T-lymphocytes 
and NK cells), as well as specific nuclear proteins, 
which could not be quite expected in the studied 
MVs [34].

Among the proteins identified by us in the MVs 
produced by NK-92 cells, cytokines, receptors, and 
regulatory proteins (Table 1) should be especially 
distinguished for two reasons. First, most of them 
have been found in NK cells isolated from both tissues 
or peripheral blood and transplantable NK cell lines. 
Secondly, the expression of such proteins in the MVs 
can have a certain signaling or regulatory function 
in relation to target cells. For instance, the transfer 
of granzymes to target cells as part of the MVs can 
enhance the cytotoxicity of NK cells [28]. Cytotoxic 
protein granzyme A being found in the studied MVs 
can be accounted for by the fact that in the cell, 
granzymes are densely packed in membrane lytic 
granules, which then enter the MVs either in whole or 
in part and thus can participate in the attack on target 
cells.

We also identified galectin-3 in the MVs released 
from NK-92 cells. It was shown earlier that this protein 
expressed by tumor cells increases their viability and 
proliferation, and helps them suppress the cytotoxicity 
of NK cells by binding to the nkp30 receptor [39]. It 
could be possible that NK-92 cells can thus increase 
their viability and regulate their cytotoxic activity 
using negative feedback. It is also worth noting that 
transmission of cell surface receptors (CCR2, CCR3, 
CCR7, CD215, CD49f, CD16a, CD150, THRA, 
CD100, and CD252) from the MVs to target cells, 
as a result of the membrane fusion, can underlie the 
emergence of new characteristics in the target cells 
and play a role in tumor metastasis.

The detection of the MHC class II antigens (DQ), 
as well as the α and β subunits of the T-cell receptor, 
in the MVs produced by NK-92 cells was unexpected, 
despite the fact that it had been previously shown that 
individual subpopulations of NK cells could express 
the MHC class II molecules and T-cell receptors [37]. 
We also obtained data on the detection in the MVs 
of proteins not previously described in NK cells, for 
instance, CCR3, CD150, CXCL10 (found in mouse 
NK cells [27]), CXCL11, interferon β, interleukin-7, 
interleukin-12 (Table 1), and some others. These data 
must be validated later using the immunoblotting and 
(or) real-time polymerase chain reaction methods in 
both NK-92 cells and NK cells isolated from various 
tissues, as well as at different stages of differentiation 
of NK cells.

The data obtained by us on histones and histone-
lysine N-methyltransferases, as well as a number 
of other specific nuclear proteins, represented in 
the studied MVs, indicate the presence of a small 
admixture of apoptotic bodies therein (or even MVs 
released from those apoptotic bodies), sizes of which 
(1000-5000 nm) can partially overlap with the MV 
dimensions (100-1000 nm) within the 1000 nm 
border region, rather than the presence of nuclear 
proteins in the fraction [32]. It should be noted that 
we succeeded in achieving reproducible results on 
granzyme A, histones, and a number of other proteins 
being identified in the studied MVs by two different 
methods of mass spectrometry [12].

There is literature data on granzymes being found 
in exosomes (40-150 nm) [16], while larger ectosomes 
mainly contain cytoplasmic isoforms of proteins. At 
the same time, there is evidence that large MVs may 
include other compartments and cell organelles [31]. 
Thus, the detection in the studied MVs of granzymes 
differentiated by size does not allow to unambiguously 
indicate the origin of these particles. In studying this 
issue, it might be useful to use, along with the approach 
presented by us, additional techniques, including 
the determination of specific exosomal proteins, for 
example, Alix, or, conversely, cytoplasmic membrane 
proteins. In this way, the question of the possible 
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TABLE 1. SEVERAL FUNCTIONS OF PROTEINS OF THE MICROVESICLES PRODUCED BY THE NK-92 NATURAL KILLER 
CELL LINE

Protein Function Presence in NK 
cells. References

CCR2 CCL2 (MCP-1) receptor, control of cell migration [33]

CCR3 CCL5, CCL7, CCL11, CCL13, CCL15, CCL24, CCL26, 
and CCL28 receptor N/A

CCR7 CCL19 and CCL21 receptor, control of cell migration 
into the lymph node [25]

Interleukin-15 receptor (IL-15ra, 
CD215) IL-15 receptor, regulation of cell activity and proliferation [3]

Integrin α6 (CD49f)
integrin receptor, integrin-mediated cell adhesion to 

extracellular matrix components (laminin, collagen, and 
fibronectin)

[6]

Low affinity immunoglobulin gamma 
Fc region receptor III-A (Fc-gamma 
RIIIα, CD16a)

IgG receptor, antibody-dependent cell cytotoxicity [23]

Prostaglandin E2 receptor EP4 
subtype (EP4) PGE2 receptor, inhibition of cell cytotoxicity [5]

Signaling lymphocytic activation 
molecule (SLAMF1, CD150)

receptor found on NKT cells, differentiation, bacterial 
antigen binding N/A

Thyroid hormone receptor α1 (THRA) T3 receptor, enhancing of cell cytotoxicity and response 
to IFNγ [35]

Triiodothyronine receptor same as Thyroid hormone receptor alpha 1 (THRA; 
according to https://www.uniprot.org)

Dual specificity mitogen-activated 
protein kinase kinase 6 (MAP2K6)

intracellular signaling (the mitogen-activated protein 
kinase (MAPK)/ERK-signaling pathway), control of 
viability, control of activating receptor expression, 

inhibition of activated cell proliferation
[20]

Rho family GTPase 3 isoform CRA 
(RND3)

intracellular signaling, control of cytoskeletal 
rearrangement, control of interactions of actin filaments 

and microtubules in cell cytotoxicity implementation 
process

[19]

Tyrosine-protein kinase ITK/TSK (ITK) intracellular signaling, cell cytotoxicity control [10]
Tyrosine-protein kinase Lyn isoform 1 
(LYN)

intracellular signaling, signaling via CD94 and NKR-P1, 
control of cell cytotoxicity [24]

C-C motif chemokine 5 (CCL5, 
RANTES) chemokine, inflammatory mediator [13]

C-X-C motif chemokine 10 (CXCL10, 
IP-10)

chemokine, inflammatory mediator control of cell 
migration N/A

C-X-C motif chemokine 11 (CXCL11) chemokine, inflammatory mediator, control of cell 
migration N/A

Interferon β cell activation N/A
Interleukin-7 enhancing of cell viability N/A
Interleukin-12 pro-inflammatory cytokine, cell activation [38]
Semaphorin-4D isoform 1 (SEMA4D, 
CD100)

activated cell surface receptor, mediating of cell 
cytotoxicity by binding to CD72 on the target cell [21]

Transforming growth factor β control of cell activity, regulation of differentiation [40]
Tumor necrosis factor ligand 
superfamily member 4 (TNFSF4, 
CD252)

activation of cytotoxicity [14]

Serpin B5 isoform 1 (SERPINB5) regulation of cell adhesion and apoptosis; inhibition of 
cell invasion, migration, and angiogenesis N/A

Granzyme A triggering of apoptosis [7]

Galectin-3 enhancing of cell viability and proliferation, suppression 
of cell cytotoxicity [1]

Note. N/A – information not available.
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inclusion of other organelles or their parts in the MVs 
is still open.

The molecular mechanisms of MV formation 
suggest the inclusion therein of both components of 
the actin network adjacent to the cell membrane and 
other cytoskeletal elements. The data obtained using 
mass spectrometry suggest that the MVs isolated by 
us may have an ectosomal nature. Thus, we identified 
proteins of the actin-myosin and tubulin-dynein 
systems and regulators of the cytoskeleton dynamics 
(myosin and related factors ARF1, ARF3, and ARF4; 
tubulin, dynein, coronin, ezrin, gamma-parvin, 
profilin-3, rho-related GTP-binding protein RhoV, 
etc.) involved in MV formation and budding from the 
cell membrane [18]. Various isoforms of cytoskeletal 
proteins, as well as proteins of the mitochondria, 
endoplasmic reticulum, or Golgi apparatus that we 
identified, have not been found in exosomes according 
to the available literature [2, 4]. This assumption 
can also be attributed to the presence of a number 
of ion channels in the studied MVs. The presence of 
endosomal proteins therein (Ras-related proteins 
Rab-7a, -21, and -23; WASH complex, nexins, 
ubiquitin-conjugating enzyme E2 D3, clathrin, etc.) 
can be accounted for by the fact that the mechanism 
of MV formation is similar to that of the formation 
of intraluminal vesicles and the same proteins are 
involved in the direct transport of molecules in MVs. 
However, it was previously shown that the cytotoxic 
protein granzyme A identified by us in the studied 
MVs is contained in the lytic granules of NK cells and 
is inactivated after it enters the cytoplasm, forming a 
complex with serpin, which we also identified [11].

Other proteins commonly found in MVs include 
cytoplasmic glycolysis and protein folding enzymes. 
The matrix of the MVs derives from the cytoplasm, 
which accounts for the presence of these proteins 
therein.

Thus, the communication function can be 
performed by both the already listed proteins and 
other proteins involved in signal transduction (protein 
kinases and their activators, small GTPase activating 
proteins, Wnt proteins, etc.).

In addition to the proteins characteristic of the 
MV proteome, some proteins that cannot belong to 
the studied structures (chondroadgerin, endothelin, 
erythropoietin, neurospecific proteins, hemostatic 
regulators, sensory system proteins, etc.) were found in 
the samples, indicating their possible contamination. 
The various isoforms of cytoskeletal keratin identified 

by us may also indicate a contamination of the samples 
with cytokeratin, which is often detected by mass 
spectrometry in fractions that do not comply with its 
isoelectric point and molecular weight. Similarly, this 
protein has been found elsewhere by other researchers 
who analyzed a variety of biological material [22].

Functional and cluster annotation analyzes 
revealed the predominant molecular functions of 
the proteins identified in the MVs produced by 
NK-92 cells, and showed possible participation of 
these proteins in biological processes. Meanwhile, 
the comparison of the data obtained with known 
proteomes of other sets of MVs showed the distinctive 
features of the studied MVs.

To date, a number of good proteomic research 
strategies have been described that are based on a 
combination of different approaches and techniques. 
Unfortunately, protein identification is a rather 
complex multi-stage process and does not always 
lead to reproducible results. The scheme proposed in 
this study can lead to good results with a qualitative 
description of the protein profile of the MVs released 
from NK-92 cells. However, the search for the target 
protein using this approach causes considerable 
difficulties. For a more detailed analysis of the MV 
proteome using mass spectrometric methods, it 
would be advisable to include in the study additional 
preparation steps at the stage of the isolation of the MVs, 
such as ultracentrifugation and immunoprecipitation. 
It is also worth noting that Q-TOF mass spectrometry 
gives more accurate results, since it uses the MS/
MS technique. At the same time, this method gives 
a lower protein entry yield than MALDI-TOF mass 
spectrometry.

Conclusion
The conducted study showed that the MVs 

produced by NK-92 cells, along with proteins 
universal for body cells, also contain granzyme A 
and other specific proteins of cytotoxic cells, with 
which these MVs contribute to the cytotoxic effect 
of NK cells. The data obtained can expand the 
understanding of the distant communication of cells 
and indicate a variety of interactions between NK and 
target cells, which are not limited to cytotoxic effects 
only. The presented results will be useful for further 
proteomic studies of MVs produced by cells involved 
in immunological tolerance, which is established both 
under physiological conditions and in the conditions 
of inflammation.
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IL-2 КАК РЕГУЛЯТОР УРОВНЕЙ СТРЕСС-ГОРМОНОВ 
И НЕЙРОТРОПНОГО ФАКТОРА BDNF ПРИ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ЧЕРЕПНО-МОЗГОВОЙ ТРАВМЕ 
Фомичева Е.Е., Шанин С.Н., Филатенкова Т.А., Серебряная Н.Б.
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Экспериментальная черепно-мозговая травма (ЧМТ) вызывает устойчивую стресс-
реакцию и изменяет экспрессию генов различных цитокинов и нейротрофических факторов. Целью 
настоящего исследования было определение изменений уровней гормонов кортикостерона, тесто-
стерона и цитокина BDNF в сыворотке крови, а также экспрессии гена BDNF в гипоталамусе, для 
определения возможности коррекции развивающихся нарушений препаратом rIL-2. Использовали 
крысиную модель «падающего груза»: груз массой 115 г падал с высоты 80 см при моделировании лег-
кой травмы и с высоты 120 см для нанесения травмы средней тяжести. После ЧМТ (непосредственно 
или через 72 часа) крысам ежедневно вводили рекомбинантный человеческий интерлейкин-2 (Рон-
колейкин) в дозе 30 мкг/кг, на курс 3 инъекции. Контрольным животным (также с ЧМТ) по той же 
схеме вводили 0,15 М NaCl. Определение концентрации кортикостерона, тестостерона и BDNF в 
крови проводили с помощью ELISA. Экспрессия гена BDNF в гипоталамусе определялась методом 
ПЦР-РВ. Эксперименты показали связь концентраций гормонов со степенью тяжести ЧМТ. При 
ЧМТ легкой степени пик кортикостерона в крови отмечали через 2 часа после травмы, а при ЧМТ 
средней тяжести пик концентрации кортикостерона был меньшим и отсроченным (через 24 часа). 
Концентрации кортикостерона и тестостерона реципрокно изменялись в обеих группах травмиро-
ванных животных. При введении rIL-2 в обоих режимах отмечалось существенное повышение уров-
ней кортикостерона и тестостерона. На 7 сутки после ЧМТ уровень BDNF в сыворотке крови до-
стоверно снижался, но после введения rIL-2 в обоих режимах уровень BDNF повышался, при этом 
изменения были более выражены при введении rIL-2 сразу после ЧМТ. Интересно, что экспрессия 
гена BDNF в гипоталамусе на 7 сутки после ЧМТ повышалась только в случае введения rIL-2 через 
72 часа после ЧМТ. Установленные в работе положительные ассоциации уровней BDNF и глюкокор-
тикоидных гормонов при ЧМТ легкой степени, а также возможности координации этих параметров 
при введении rIL-2 при экспериментальной ЧМТ средней степени тяжести, позволяют предполо-
жить, что благоприятные эффекты rIL-2 на восстановительные процессы в ЦНС при ЧМТ частично 
опосредованы взаимным модулирующим воздействием BDNF и глюкокортикоидных гормонов.

Ключевые слова: экспериментальная черепно-мозговая травма, кортикостерон, тестостерон, BDNF, rIL-2
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IL-2 AND REGULATION OF STRESS HORMONES AND BDNF 
NEUROTROPIC FACTOR LEVELS AFTER EXPERIMENTAL 
TRAUMATIC BRAIN INJURY (TBI)
Fomicheva E.E., Shanin S.N., Filatenkova T.A., Serebryanaya N.B.
Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Experimental traumatic brain injury (TBI) causes a stable stress response and changes the 
expression of various cytokine genes and neurotrophic factors. The goal of this study was to reveal changes in 
the levels of the corticosterone and testosterone hormones and the BDNF cytokine in blood serum, as well 
as the expression of the BDNF gene in hypothalamus in order to determine the opportunity of correcting the 
TBI damage with rIL-2. We used a rat model of “dropping load”: mild TBI was caused by falling of the 115 g 
load from the height of 80 cm, or 120 cm to produce a moderate-degree trauma. After TBI (immediately, or 
72 hours later), the rats were injected daily with recombinant human interleukin-2 (Roncoleukin) at a dose 
of 30 μg/kg, a total of 3 injections. Control animals (also with TBI) received 0.15 M NaCl injections. Blood 
serum concentrations of corticosterone, testosterone, and BDNF were measured with ELISA tests. BDNF 
gene expression in hypothalamus was measured using RT-PCR. Results: the experiments showed a relationship 
between hormone concentrations and severity of head injury. In mild TBI, blood corticosterone levels reached 
a peak 2 hours after the injury, while in moderate TBI, the peak concentration of corticosterone was lower, 
being delayed in time (after 24 hours). Corticosterone and testosterone concentrations changed reciprocally 
in the both groups of injured animals. With injection of rIL-2 in both groups, corticosterone and testosterone 
levels were significantly increased. On day 7 after TBI, the BDNF level in blood serum was decreased, but 
it was raised in experimental group that received rIL-2. On day 7, the increase of BDNF gene expression in 
hypothalamus was more pronounced, when rIL-2 was administered at 72 hours after the head injury. The 
revealed positive association of BDNF levels and glucocorticoid hormones after mild TBI, like as possible 
coordination of these parameters with rIL-2 injection after experimental moderate TBI provides a reason to 
assume that the favorable impact of rIL-2 on the CNS recovery after TBI is, in part, mediated by the mutual 
modulating interaction of BDNF and glucocorticoid hormones. 

Keywords: experimental traumatic brain injury, corticosterone, testosterone, BDNF, rIL-2

Введение 
Черепно-мозговая травма (ЧМТ) являет-

ся одной из актуальных проблем современного 
здравоохранения и оценивается как «тихая эпи-
демия». Пациенты с повреждениями мозга раз-
личной степени тяжести часто страдают физиче-
скими и когнитивными нарушениями в течение 
многих месяцев и лет, а некоторые никогда не 
достигают полного выздоровления [16]. Для пре-
одоления этих проблем необходим поиск эффек-
тивных лекарственных препаратов, облегчающих 
последствия ЧМТ и обеспечивающих восстанов-
ление функций центральной и периферической 
нервной системы в посттравматический период.

Согласно литературным данным, после ЧМТ 
в клетках микроглии мозга увеличивается экс-
прессия генов про- и противовоспалительных 
цитокинов и нейротрофических факторов, спо-
собствующих нейропротекции и восстановле-

нию после повреждения, таких как противовос-
палительные цитокины (IL-1ra, IL-10, TGFβ) и 
нейротрофические факторы, включая фактор 
роста нервов (NGF), основной фактор роста фи-
бробластов (FGF), нейротрофический фактор 
мозгового происхождения (BDNF) [16, 21]. Тера-
певтический потенциал нейротрофических фак-
торов позволяет рассматривать эти цитокины в 
качестве нейропротекторов для лечения ряда не-
врологических заболеваний [5, 24].

Согласно клиническим наблюдениям, од-
ним из цитокинов, способных уменьшать по-
следствия травматического повреждения мозга 
и обладающих нейропротекторной и нейроре-
паративной активностью при ЧМТ, является ре-
комбинантный IL-2, что, по-видимому, связано с 
его способностью усиливать синтез и выделение 
BDNF [7].

Как известно, IL-2 не только синтезируется 
клетками иммунной системы, но и производится 
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клетками головного мозга: белок IL-2 синтези-
руется нейронами головного мозга, а высокоаф-
финный рецептор к этому цитокину, содержащий 
альфа-цепь (CD25), экспрессируется на клетках 
микроглии. IL-2, являясь индуктором эффектор-
ных реакций и клеток памяти, также поддержи-
вает Treg-клетки, таким образом, он выполняет 
две разные функции, участвуя в регуляции раз-
личных этапов иммунных ответов [10]. Исследо-
вание роли IL-2 в формировании и поддержании 
Treg-клеток показало, что этот цитокин можно 
использовать для сдерживания неблагоприятных 
иммунных ответов и как иммунопротектор [20]. 
Для преимущественного или избирательного на-
целивания IL-2 на клетки Treg в настоящее время 
разрабатываются режимы использования малых 
доз IL-2 при трансплантациях и лечении аутоим-
мунных заболеваний [31].

Поскольку любая серьезная травма приво-
дит к устойчивой стресс-реакции, при ЧМТ ин-
дивидуальные изменения в продукции стресс-
гормонов и реакции на них могут привести к 
разным посттравматическим исходам в связи 
с нарушением механизмов нейро-эндокрин-
но-иммунного взаимодействия [6]. Важнейшей 
стресс-регулирующей системой является гипота-
ламо-гипофизарно-адренокортикальная система 
(ГГАКС). Своевременная активация ГГАКС при 
стрессе и ЧМТ обеспечивает адекватную секре-
цию кортикостерона и противодействует разви-
тию избыточного вторичного воспаления. Стресс 
также меняет активность гипоталамо-гипофи-
зарно-гонадной системы (ГГГС), поскольку по-
ловые гормоны обладают нейропротективными 
свойствами в процессе адаптации при стрессе [1, 
15]. В ЦНС тестостерон и его метаболиты выпол-
няют роль нейростероидов, доказано их участие 
в формировании обучения, памяти и социально-
поведенческой мотивации [3]. 

В работах многих авторов показана регулятор-
ная роль глюкокортикоидных гормонов (ГК) и 
BDNF в патофизиологии ЧМТ, их связь с риском 
летального исхода, особенно среди молодых па-
циентов [13, 23]. Повышенный уровень ГК в от-
вет на стресс или ЧМТ может вызвать снижение 
синаптической пластичности, обусловленной 
подавляющим действием кортизола на экспрес-
сию гена BDNF [24]. Регуляции уровней ГК и 
BDNF взаимосвязаны через множество механиз-
мов, что проявляется при стрессе и ЧМТ [19, 27].

Целью настоящего исследования было опре-
деление изменений, развивающихся после экс-
периментальной ЧМТ и затрагивающих уровни 
гормонов кортикостерона, тестостерона и росто-
вого фактора BDNF в сыворотке крови, а так-

же экспрессию гена BDNF в гипоталамусе, для 
определения возможности коррекции развиваю-
щихся нарушений препаратом rIL-2.

Материалы и методы
Работа выполнена на крысах-самцах породы 

Wistar массой 280-330 г. Животных содержали в 
условиях вивария при комнатной температуре 
с 12-часовым циклом свет/темнота, свободным 
доступом к воде и пище, на стандартной диете в 
соответствии с нормами содержания лаборатор-
ных животных. Все процедуры с животными про-
водились в одно и то же время. В качестве модели 
механической травмы головного мозга использо-
вали модель «падающего груза»: груз массой 115 г 
падал с высоты 80 см при моделировании легкой 
травмы и с высоты 120 см для нанесения травмы 
средней тяжести в центр теменной части головы 
животного [2]. Падение груза направлялось при 
помощи цилиндрической трубы с внутренним 
диаметром 20 мм, которая была жестко закрепле-
на на штативе двумя держателями и центрирова-
на над головой крысы. Расстояние между концом 
трубы и головой животного составляло 7 см. Уста-
новка для нанесения ЧМТ была собрана в отде-
ле общей патологии и патофизиологии ФГБНУ 
«Институт экспериментальной медицины» на 
основе литературных сведений об установках для 
модели «падающего груза» [2]. Перед нанесени-
ем травмы животные получали наркоз из расчета 
3-5 мл медицинского эфира на 1 кг массы тела 
в смеси с атмосферным воздухом. Эксперимен-
ты проводились в соответствии с требованиями 
нормативных документов, действующих в РФ, и 
регламентирующих гуманное обращение с жи-
вотными при проведении медико-биологических 
исследований (№ 755 от 12.08.1977 г.). После на-
несения травмы животных переносили в специ-
альную пластиковую клетку, и за ними велось на-
блюдение вплоть до восстановления нормальных 
поведенческих паттернов. 

При проведении исследования животным 
вводили коммерческий препарат дрожжевого 
рекомбинантного человеческого интерлейки-
на-2 (Ронколейкин, ООО «БИОТЕХ», Санкт-
Петербург, Россия). Видовые различия в данном 
случае не являются критическими, поскольку на 
нуклеотидном уровне в кодирующей области ген 
IL-2 человека и крысы имеет 72% гомологии, и 
белок сохраняет все основные типы активности, 
присущие данному цитокину [28]. После на-
несения ЧМТ крысам ежедневно в течение 3-х 
дней внутрибрюшинно вводили rIL-2 (на курс – 
3 инъекции) в дозе 30 мкг/кг массы животного, 
который разводили стерильным изотоническим 
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раствором хлорида натрия. Контрольным живот-
ным (также с ЧМТ) по той же схеме вводили 0,15 
М NaCl в том же объеме и в те же дни. 

Всего были сформированы следующие груп-
пы (по 5 животных): интактные крысы, крысы 
после ЧМТ (группа 1), крысы, которым вводили 
rIL-2 без ЧМТ (группа 2), крысы, которым вво-
дили rIL-2 сразу после ЧМТ (группа 3), и жи-
вотные, которым вводили rIL-2 через 72 ч после 
ЧМТ (группа 4).

На 7 и 14 сутки после нанесения ЧМТ и после 
окончания курса лечения rIL-2 животные выво-
дились из эксперимента декапитацией: собирали 
кровь для тестирования содержания гормонов 
и уровня BDNF, выделяли мозг для постановки 
ПЦР в реальном времени (РВ).

Определение концентрации кортикостеро-
на (Кс), тестостерона (Тс) и BDNF в крови жи-
вотных проводилось с помощью ELISA, наборы 
фирмы DRG Diagnostic (Германия), согласно 
протоколу, предложенному фирмой-произво-
дителем. Экспрессия гена BDNF в гипоталамусе 
определялась методом ПЦР РВ при использова-
нии набора реактивов фирмы Bio-Rad (США).

Статистическая обработка материалов иссле-
дования включала стандартное статистическое 
вычисление средних величин, их погрешностей, 
достоверность различий определяли с использо-
ванием t-критерия Стьюдента. Различия счита-
лись достоверными при р < 0,05.

Результаты
Проведенные нами ранее исследования по-

казали, что после ЧМТ существенно и разно-
направленно изменяются концентрации кор-
тикостерона и тестостерона в крови животных: 
уровень Кс повышался через 2 часа после травмы 
с последующим его снижением ниже уровня ин-
тактных животных вплоть до 14 дня наблюдения. 
Напротив, уровень Тс через 2 часа после травмы 
достоверно снижался, но быстро возвращался к 
уровню интактных крыс [9].

В настоящем исследовании мы проанализи-
ровали динамику секреции Кс и Тс после ЧМТ 
у животных с травмой легкой и средней степени 
тяжести (рис. 1 и 2) и показали, что изменение 
концентрации гормонов зависели от степени тя-
жести ЧМТ. При ЧМТ легкой степени повыше-
ние уровня Кс в крови отмечали уже через 2 часа 
после травмы (пик с 4-кратным подъемом уровня 
гормона), что соответствовало типичной гормо-
нальной реакции на стресс (рис. 1). Однако далее 
у этих животных наблюдали длительное угнете-
ние уровня Кс с его нормализацией только к 14 
дню после травмы. При ЧМТ средней тяжести 
увеличение концентрации Кс через 2 часа после 
ЧМТ было достоверно меньшим и отсроченным 
(отмечались спустя 24 часа и далее), снижаясь 
до аномально низких величин вплоть до 14 дня 
наблюдения (окончания эксперимента). Такой 

Рисунок 1. Концентрация кортикостерона (Кс) в сыворотке крови крыс после ЧМТ разной степени тяжести
Примечание. * – p < 0,05 по сравнению с уровнем гормонов у интактных животных; # – p < 0,05 по сравнению с уровнем Кс 
у животных с ЧМТ в те же сроки наблюдения.
Figure 1. Concentration of corticosterone (Cs) in the blood serum of rats after TBI of varying severity
Note. *, p < 0.05 compared with the basal level of hormones; #, p < 0.05 compared with the level of Ks in animals with TBI at the same time of 
observation.
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Рисунок 2. Концентрация тестостерона (Тс) в сыворотке крови крыс после ЧМТ разной степени тяжести
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Concentration of testosterone (Ts) in the blood serum of rats after TBI of varying severity
Note. As for Figure 1.

тип ответа явно не соответствует оптимальному 
и определяется как медленное и недостаточное 
включение противовоспалительных реакций, так 
и как склонность к неэффективной регуляции 
воспаления [25]. Разный характер изменения эн-
догенного уровня Кс в крови животных с ЧМТ 
легкой и средней степени тяжести в первые и по-
следующие сутки посттравматического периода 
может, по-видимому, рассматриваться как ран-
ний маркер тяжести ЧМТ и иметь прогностиче-
ское значение.

Известно, что стресс у животных вызывает 
подавление синтеза тестостерона [15], причем 
продолжительность действия стрессора  – опре-
деляющий фактор для снижения уровня это-
го гормона [4]. В нашем исследовании в группе 
животных с легкой травмой концентрация те-
стостерона снижалась в 2 раза через 2 часа после 
нанесения ЧМТ (рис. 2). Такая динамика уровня 
гормона типична для стрессорной реакции [6]. 
В  последующие сроки уровни тестостерона не 
отличались достоверно от уровня этого гормона у 
интактных животных. При ЧМТ средней степени 
тяжести уровень тестостерона не снижался до-
стоверно и оставался высоким (не отличающим-
ся от нормального уровня) до 14 дня после ЧМТ. 
Сопоставление уровней кортикостерона и тесто-
стерона свидетельствует о реципрокном измене-
нии концентрации этих гормонов в обеих груп-
пах травмированных животных, что совпадает с 
данными других авторов [6, 15].

В следующей серии экспериментов работа 
проводилась на животных с ЧМТ средней сте-
пени тяжести для изучения возможности кор-
рекции развивающихся нарушений. Животным 
после экспериментальной ЧМТ вводили rIL-2 по 
описанной схеме, начиная введение препарата 
или непосредственно после нанесения ЧМТ, или 
через 72 часа после нанесения ЧМТ. Представ-
ленные в таблице 1 данные свидетельствуют, что 
ведение rIL-2 контрольным животным (без ЧМТ, 
группа 2) увеличивало концентрацию Кс в 2 раза 
по сравнению с уровнем гормона у интактных 
животных, что, по-видимому, обусловлено кор-
тикотропным действием rIL-2 [32]. На 7 сутки 
после ЧМТ концентрация Кс в крови животных 
(1 группа) была снижена на 30% по сравнению 
с уровнем гормона у интактных животных. При 
введении травмированным животным rIL-2 не-
посредственно после ЧМТ или через 72 ч после 
ЧМТ (3 и 4 группы животных) отмечалось суще-
ственное повышение уровня Кс по сравнению с 
нелечеными крысами 1 группы. На 14 сутки кон-
центрация Кс сохранялась повышенной в группе 
животных с ЧМТ и введением rIL-2 непосред-
ственно после ЧМТ, в остальных группах  воз-
вращалась к показателям у интактных животных. 
Полученный результат может свидетельствовать 
об улучшении/нормализации стресс-реакций у 
травмированных животных. 

Концентрация Тс незначительно возрастала у 
животных на 7 сутки после ЧМТ по сравнению с 
этим показателем у интактных животных и кон-
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трольных, получавших только rIL-2, но суще-
ственно повышалась в группе животных после 
ЧМТ и введения rIL-2 (p < 0,05), осуществляемо-
го как непосредственно после травмы, так и при 
начале курса rIL-2 через 72 часа после ЧМТ. К 14 
суткам после ЧМТ гормональные показатели 
нормализовались во всех группах животных.

Измерение уровня BDNF в сыворотке крови 
животных также проводилось после нанесения 

ЧМТ и введения rIL-2 в двух изучаемых режи-
мах. Представленные в таблице 1 данные свиде-
тельствуют, что на 7 сутки после ЧМТ уровень 
BDNF в сыворотке крови достоверно снижался 
(по сравнению с интактными животными), но 
в опытной группе, получавшей rIL-2 непосред-
ственно после ЧМТ, и в контрольной группе, по-
лучавшей rIL-2 без ЧМТ, достоверно повышался. 
У животных, которым вводили rIL-2 через 72 часа 

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИЯ СТРЕСС-ГОРМОНОВ И BDNF В СЫВОРОТКЕ КРОВИ И ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА BDNF 
В ГИПОТАЛАМУСЕ КРЫС ПОСЛЕ ЧМТ И ВВЕДЕНИЯ rIL-2 НЕПОСРЕДСТВЕННО ПОСЛЕ ЧМТ ИЛИ ЧЕРЕЗ 72 ЧАСА 
ПОСЛЕ ЧМТ
TABLE 1. THE SERUM CONCENTRATIONS OF STRESS HORMONES, BDNF, AND THE EXPRESSION OF BDNF GENE  
IN THE RAT HYPOTHALAMUS AFTER TBI AND rIL-2 ADMINISTRATION IMMEDIATELY AFTER TBI OR 72 HOURS AFTER TBI

Группы 
животных 

Groups 
of animals

Кортикостерон, 
нг/мл 

Corticosterone, 
ng/ml

Тестостерон, 
нг/мл 

Testosterone, 
ng/ml

BDNF, мкг/мл 
в сыворотке 

Serum BDNF, μg/ml

Экспрессия гена 
BDNF  

(отн. показатели 
BDNF/GADF) 

BDNF gene expression 
(relative BDNF/GADF

Интактные 
крысы 
Intact rats

75,2±6,4 3,8±0,6 6,0±0,4 0,880±0,031

Сутки после 
ЧМТ
Day after TBI

7-е
7th day

14-е
14th day

7-е
7th day

14-е
14th day

7-е
7th day

14-е
14th day

7-е
7th day

14-е
14th day

Группа 1 
(ЧМТ)
Group 1 (TBI)

50,6±4,2* 80,4±10,2 5,2±0,2 4,5±0,6 4,0±0,3* 6,0±0,9 0,83±0,04 0,86±0,04

Группа 2 
(введение 
IL-2)
Group 2 
(administration 
of IL-2)

160,2±18,4# 120,3±15,6 5,9±0,4 4,0±0,5 8,2±1,0# 6,2±1,2 0,85±0,03 0,83±0,03

Группа 3 
(ЧМТ + IL-2) 
Group 3 
(TBI + IL-2)

180,3±20,0# 160,8±20,4# 9,0±0,8# 4,1±0,8 9,1±1,1# 6,9±0,9 0,81±0,03 0,81±0,03

Группа 4 
(ЧМТ + IL-2 
через 72 ч) 
Group 4 
(TBI + IL-2 h 
after 72h

300,6±50,2# 100,8±12,2 7,1±1,0# 3,7±0,7 6,3±1,2 7,0±1,0 0,89±0,02# 0,85±0,03

Примечание. * p < 0,05 – в сравнении с уровнем гормонов у интактных животных; # p < 0,05 – в сравнении с уровнем 
гормонов у животных, подвергнутых ЧМТ.

Note. * p < 0.05, compared with the level of hormones in intact animals; # p < 0.05, compared with the level of hormones in animals 
with TBI.
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после ЧМТ, эффект был менее выраженным. На 
14 сутки уровни BDNF в сыворотке крови соот-
ветствовали значениям у интактных животных во 
всех исследуемых группах.

Уровень экспрессии гена BDNF в гипоталаму-
се у животных после ЧМТ на 7 сутки наблюдения 
не изменялся по отношению к этому показателю 
у интактных животных (прослеживается только 
некоторая тенденция к его снижению). Повыше-
ние уровня экспрессии гена BDNF не наблюда-
ли и после введения rIL-2 у животных без ЧМТ, а 
также у животных, получивших rIL-2 непосред-
ственно после ЧМТ. Только в группе животных, 
получавших rIL-2 через 72 часа после ЧМТ, от-
мечено повышение экспрессии гена BDNF на 
7-е сутки после травмы. На 14 сутки уровень экс-
прессии гена BDNF у животных опытных групп 
не отличался от этого показателя в группе ин-
тактных животных.

Обсуждение
Представленные данные об изменении уровня 

стресс-гормонов Кс и Тс после ЧМТ свидетель-
ствуют, что характер выявленных изменений за-
висел от степени тяжести ЧМТ. Наблюдаемый 
при ЧМТ легкой степени краткосрочный вы-
раженный подъем уровня Кс, по-видимому, со-
ответствует оптимальной стресс-реакции, необ-
ходимой для преодоления последствий острого 
стресса и воспаления. Считается, что такое ран-
нее включение противовоспалительных механиз-
мов через активацию ГГАКС позволяет сбаланси-
ровать про- и противовоспалительные сигналы и 
противодействовать развитию вторичного воспа-
ления [4]. Напротив, наблюдаемый у животных, 
получивших ЧМТ средней степени тяжести, ме-
нее выраженный и отсроченный подъем уровня 
Кс мы расцениваем как недостаточно выражен-
ный стресс-лимитирующий ответ.

Известно, что при стрессе активация ГГАКС 
оказывает непосредственное влияние на ГГГС, 
вступая с ней в реципрокные отношения. Недо-
статок секреции кортикостерона является при-
чиной повышения секреции АКТГ, который 
сдвигает стероидогенез в сторону избыточного 
образования дезоксикортикостерона и угнетения 
продукции андрогенов [4, 6]. Проведенное нами 
исследование также подтверждает разнонаправ-
ленное и реципрокное изменение концентраций 
кортикостерона и тестостерона при стрессе, вы-
званном ЧМТ. 

Стресс является также причиной изменения 
уровней IL-2 и его высокоаффинного рецептора, 
причем при легком стрессе концентрация дан-
ного цитокина и экспрессия его рецептора по-

вышаются, а при выраженном угнетаются [17]. 
По-видимому, недостаточность продукции IL-2 
при стрессе и ЧМТ может приводить к угнете-
нию синтеза и выделения BDNF с последующим 
снижением его концентрации в сыворотке крови 
и ЦСЖ. В то же время введение rIL-2 интактным 
животным приводило к выраженному увеличе-
нию концентрации BDNF в сыворотке крови.

У животных, перенесших ЧМТ средней сте-
пени тяжести, наблюдалось снижение уровня 
BDNF в сыворотке крови. Клинические наблю-
дения также свидетельствуют, что уровень ро-
стового фактора BDNF достоверно снижался у 
лиц, получивших ЧМТ [14]. Интересно, что при 
анализе факторов риска смертности после ЧМТ 
у человека полиморфизм гена BDNF был опреде-
лен как генетический фактор, связанный с про-
гнозом заболевания [5]. Кроме того, исследова-
ние больных с ЧМТ уточнило, что уровень BDNF 
снижался пропорционально тяжести поврежде-
ния и может быть использован как маркер тяже-
сти и исхода заболевания [29]. В представленном 
нами эксперименте введение rIL-2 травмирован-
ным животным повышало концентрацию BDNF 
в сыворотке крови, причем изменения были осо-
бенно выражены у животных, получивших пре-
парат сразу после ЧМТ (табл. 1). Таким образом, 
полученные нами данные подтверждают спо-
собность экзогенного IL-2 усиливать выделение 
BDNF, важнейшего цитокина, необходимого для 
успешной нейрорепарации [7].

В ряде исследований показано, что в условиях 
целостного организма имеются позитивные ассо-
циации между повышенными уровнями глюко-
кортикоидных гормонов и BDNF при стрессе и 
ЧМТ [11, 13]. Так, при стрессе у животных повы-
шается концентрация BDNF и мРНК его высоко-
аффинного рецептора TrkB в гипоталамических 
ядрах, секретирующих кортикотропин-релизинг 
гормон (КРФ), что приводит к увеличению уров-
ня мРНК КРФ в гипоталамусе [11]. Эксперимен-
тальные исследования других авторов показали, 
что внутрижелудочковое введение BDNF крысам 
индуцировало повышение концентрации КРФ в 
гипоталамусе, АКТГ в гипофизе и кортикостеро-
на в крови через 30 минут после введения. При 
этом глюкокортикоидные гормоны могут огра-
ничивать увеличение экспрессии BDNF после 
ЧМТ по механизму отрицательной обратной свя-
зи [23]. Такое ограничение необходимо, посколь-
ку избыточное повышение уровня BDNF может 
приводить к повышению смертности больных 
после ЧМТ. Инверсия во взаимодействии глю-
кокортикоидов и BDNF отмечалась и в экспери-
менте у адреналэктомированных животных при 
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ЧМТ, когда уровень мРНК BDNF в гиппокампе 
значительно увеличивался. Заместительное вве-
дение кортикостерона предупреждало это неже-
лательное повышение уровня BDNF [23].

Таким образом, модуляция экспрессии BDNF 
и реактивности ГГАКС при ЧМТ вовлечены в 
физиологический ответ и отражают гомеоста-
тический процесс при стрессе и повреждении. 
Зарегистрированное в нашем исследовании по-
вышение концентраций нейротропного фактора 
BDNF и кортикостерона после инъекций rIL-2 
могут расцениваться как взаимосвязанные собы-
тия, вовлеченные в процесс нейрорепарации по-
сле полученных повреждений. Клинические ис-
следования свидетельствуют, что сывороточная 
концентрация BDNF коррелирует с тяжестью 
ЧМТ [30], и пациенты с легкими травмами имели 
самые высокие сывороточные уровни этого ро-
стового фактора [18]. 

Источником BDNF в сыворотке крови могут 
быть как клетки мозга, так и периферические 
клетки [8, 12]. При исследованиях ЧМТ у челове-
ка о мозговой экспрессии BDNF косвенно мож-
но судить по изменению концентрации данного 
цитокина в ЦСЖ. У здоровых лиц, как и у гры-
зунов, уровни BDNF в сыворотке коррелируют 
с его уровнями в ЦСЖ [22, 26]. Однако при ис-
следовании 203 больных с ЧМТ было показано, 

что уровни BDNF в сыворотке и ЦСЖ в течение 
первой недели после тяжелой ЧМТ изменялись 
разнонаправленно: уровни BDNF в сыворотке 
были снижены, а уровни BDNF в ЦСЖ были не-
много увеличены [14]. В нашем исследовании о 
возможностях внутримозговой продукции BDNF 
судили по изменению экспрессии его гена в тка-
ни гипоталамуса. Мы не выявили повышения 
уровня экспрессии гена BDNF как после введе-
ния rIL-2 животным без ЧМТ, так и на 7-е сутки 
после травмы у животных, получивших rIL-2 не-
посредственно после ЧМТ. Однако при введении 
rIL-2 животным через 72 часа после ЧМТ, экс-
прессия гена BDNF была повышена, что может 
приводить к повышению уровня цитокина в тка-
ни мозга и ЦСЖ, как это показано в клинических 
наблюдениях [14].

Таким образом, установленные в работе по-
ложительные ассоциации уровней BDNF и глю-
кокортикоидных гормонов при ЧМТ, а также 
возможности координации этих параметров при 
введении rIL-2 при экспериментальной ЧМТ 
средней степени тяжести позволяют предполо-
жить, что благоприятные эффекты rIL-2 на вос-
становительные процессы в ЦНС при ЧМТ ча-
стично опосредованы взаимным модулирующим 
воздействием BDNF и глюкокортикоидных гор-
монов. 
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О СООТНОШЕНИИ РАЗЛИЧНЫХ ПУТЕЙ КЛЕТОЧНОЙ 
СМЕРТИ НА ОТДЕЛЬНЫХ ЭТАПАХ ОНТОГЕНЕЗА В НОРМЕ 
И ПРИ СИСТЕМНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ 
ТКАНИ
Шишкин В.И.1, Назаров П.Г.2, 3, Маленков Ю.А.1, Шишкин В.В.1, 
Кудрявцева Г.В.1, Картунен А.А.1
1 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия 
3 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Цель работы – выявить количественные соотношения, существующие между путями кле-
точной смерти в норме и при диффузной иммунокомплексной патологии. 

Соотношение различных путей клеточной смерти (аутофагия, апоптоз, некроз) при аутоиммун-
ных системных заболеваниях соединительной ткани (СЗСТ) – ревматоидном артрите (РА), систем-
ной красной волчанке (СКВ) и системной склеродермии (ССД) подвержено возрастным изменениям. 
С одной стороны, процесс старения можно рассматривать как генетически детерминированное общее 
снижение адаптивного потенциала организма и системную реакцию хронического возрастного воспа-
ления, с выраженным цитокиновым провоспалительным сдвигом. С другой – в основе мультисистем-
ности и полиорганности функционально-метаболических нарушений при системных заболеваниях 
соединительной ткани лежит полигенное снижение энергоинформационной емкости клеток. 

Анализировали плазму крови у пациентов двух возрастных групп. Первую группу составили: 10 
больных СКВ (4 мужчин и 6 женщин, средний возраст 43,8 года), 13 больных РA (5 мужчин и 8 жен-
щин, средний возраст 45,6 года), 7 ССД (женщины, средний возраст 35,8 года) и 10 здоровых доноров 
(6 мужчин и 4 женщины, средний возраст 40,7 года). Вторую (возрастную) группу составили: 9 боль-
ных СКВ (2 мужчины и 7 женщин, средний возраст 69,8 года), 10 больных РA (5 мужчин и 5 женщин, 
средний возраст 65,6 года), 5 больных ССД (женщины, средний возраст 65,7 года) и 12 здоровых до-
норов (нормальное биологическое старение – 7 мужчин и 5 женщин, средний возраст 64,7 года). 

Представленные в настоящей работе материалы получены при информированном согласии паци-
ентов на участие. При проведении научных биомедицинских исследований пользовались междуна-
родно признанным этическим стандартом – Хельсинкской декларацией Международной медицин-
ской ассоциации 1996 года, пересмотренной в 2013 г. 

Выявлено тесное взаимодействие между путями клеточной смерти при СЗСТ (наиболее ярко вы-
раженное при СКВ), сопряженное с возрастными изменениями и клиническими проявлениями ау-
тоиммунного процесса. При СЗСТ проявляются все типы клеточной смерти, однако степень их вы-
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раженности находится в зависимости от нозологической формы заболевания. Аутофагия в развитии 
системной диффузной патологии соединительной ткани (особенно в случае СКВ, а также РА) при-
нимает непосредственное участие в формировании иммунного ответа и воспалительного процесса. 
При нормальном биологическом старении, так же как и при СЗСТ, наблюдается резкое возраста-
ние активности метаболического триггера – аденозинмонофосфат-активированной протеинкиназы 
(AMPK) (сенсора внутриклеточной энергии), а также: смещается кислотно-щелочное равновесие, 
возрастает количество активных форм кислородных радикалов, изменяется red-ox потенциал клеток, 
идет активация компонентов клеточной деструкции, нарушается деятельность цитокиновой системы 
организма (цитокины – регуляторы апоптоза), снижается экспрессия шаперонов и смещается им-
муно-оксигеназный гомеостаз. Ингибирование генетически детерминированного процесса гибели 
клеток – апоптоза – лежит в основе развития аутоиммунных заболеваний. Поздний апоптоз, пере-
текающий во вторичный некроз, сопровождается снижением антиоксидантной защиты, развитием 
аутоиммунной патологии. Шаперон-опосредованная индукция иммунного ответа как сигнальный 
механизм аутофагии, закрепленный эволюционно только у млекопитающих, возможно, является об-
щим центральным звеном и «молекулярным переключателем», вызывающим развитие как аутоим-
мунных заболеваний соединительной ткани, так и геронтологических процессов. 

Ключевые слова: аутофагия, апоптоз, некроз, системная красная волчанка, системная склеродермия, ревматоидный 
артрит

RELATIONSHIP BETWEEN VARIOUS PATHWAYS OF CELLULAR 
DEATH AT DISTINCT STAGES OF ONTOGENESIS IN NORMAL 
STATE AND SYSTEMIC DISEASES OF CONNECTIVE TISSUE 
Shishkin V.I.a, Nazarov P.G.b, c, Malenkov Yu.A.a, Shishkin V.V.a, 
Kudryavtseva G.V.a, Kartunen A.A.a
a St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation  
b Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation 
c First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The aim of our research was to reveal quantitative ratios existing between the pathways of cellular 
death in normal state, as well as in immunocomplex pathology. The proportion of different pathways of cell death 
(autophagy, apoptosis, necrosis) in autoimmune (systemic connective tissue diseases (SDCT) – rheumatoid 
arthritis (RA), systemic lupus erythematosus (SLE) and systemic scleroderma (SSD) is a subject of age-related 
changes. On the one hand, aging process can be considered a genetically determined overall decrease in adaptive 
potential of the body, and a systemic age-related chronic inflammatory response, with a pronounced cytokine 
proinflammatory shift. On the other hand, a polygenic decrease in energy and information capacity of the cells, 
represent the basis of multisystem and multiorgan functional and metabolic disorders in SDCT. 

Blood plasma samples were analyzed in the patients of two age groups. The first group consisted of 10 SLE 
cases (4 men and 6 women, average age 43.8 years), 13 patients with RA (5 men and 8 women, average age 45.6 
years), 7 SSD (women, average age 35.8 years), and 10 healthy donors (6 men and 4 women, average age 40.7 
years). The second age group consisted of 9 SLE cases (2 men and 7 women, average age 69.8 years), 10 patients 
with RA (5 men and 5 women, average age 65.6 years), 5 patients with SSD (women, average age 65.7 years) and 
12 healthy donors (normal biological aging – 7 men and 5 women, average age 64.7 years). The data presented 
in this paper were obtained with informed consent of the patients. When carrying out biomedical research, 
we followed internationally recognized ethical standards of the Helsinki Declaration (International Medical 
Association, 1996, revision 2013). The proportion of various cell death types (autophagy, apoptosis, necrosis) 
in autoimmune disorders (systemic diseases of connective tissue, SDCT), i.e., rheumatoid arthritis (RA), 
systemic lupus erythematosus (SLE), and systemic scleroderma (SSD) proved to be subject to age-dependent 
changes. Close interaction were revealed between the ways of cellular death in SDCT (most pronounced in 
SLE), correlating with age changes and clinical manifestations of autoimmune process. In SDCT, the affected 
tissues exhibit all types of cellular death, however, degree of their expression depends on the disease nosology. 
Upon systemic diffuse pathology of connective tissue, autophagy (especially in case of SLE and RA) is directly 
involved in development of immune response and inflammatory process.

In normal biological aging, like as in SDCT, one may observe a sharply increased activity of the metabolic 
trigger – AMP-activated protein kinase (AMPK), a sensor of intracellular energy, along with shifted acid-base 
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About the ratio of ways of cellular death

Введение
Вопрос о соотношении основных механизмов 

клеточной смерти при изучении аутоиммунной 
патологии, развивающейся при системных за-
болеваниях соединительной ткани в процес-
се старения организма, до настоящего времени 
остается актуальным и полностью не расшиф-
рованным. С одной стороны, процесс старения 
можно рассматривать как генетически детерми-
нированное общее снижение адаптивного потен-
циала организма и системную реакцию хрони-
ческого возрастного воспаления с выраженным 
цитокиновым провоспалительным сдвигом [1]. 
С другой  – в основе мультисистемности и по-
лиорганности функционально-метаболических 
нарушений при системных заболеваниях соеди-
нительной ткани лежит полигенное снижение 
энерго-информационной емкости клеток. 

Критически важной в плане лечения СЗСТ 
у пациентов разных возрастных групп являет-
ся оценка степени дисфункции гепатоцитов, 
основанная на определении активности орга-
носпецифического фермента печени  – сорби-
толдегидрогеназы (СДГ) – на фоне процессов 
внутриклеточной детоксикации и аутофагии.

Открываются все новые составляющие, ха-
рактеризующие возрастную специфику диф-
фузных нейроиммуноэндокринных изменений 
в тканях [1, 6, 7]. Однако не делается попыток 
связать имеющиеся фактические материалы с 
тераностикой старения и особенностями разви-
тия комплексной аутоиммунной патологии при 
старении, а также оценить вклад в этот процесс 
механизмов клеточной смерти (аутофагия, апоп-
тоз, некроз), определяющих в конечном счете ре-
акции патологического гистогенеза [2, 3, 4, 5] в 
развитии  иммунопатологического процесса при 
системных заболеваниях соединительной ткани. 

Материалы и методы
Представленные в настоящей работе матери-

алы получены при информированном согласии 
пациентов на участие. При проведении научных 
биомедицинских исследований пользовались 
международно признанным этическим стандар-

том – Хельсинкской декларацией Международ-
ной медицинской ассоциации 1996 года, пере-
смотренной в 2013 году. 

Анализировали плазму крови у пациентов двух 
возрастных групп. Первую группу составили 10 
больных системной красной волчанкой (СКВ) 
(4 мужчин и 6 женщин, средний возраст 43,8±2,2 
года), 13 больных ревматоидным артритом (РA) 
(5 мужчин и 8 женщин, средний возраст 45,6±2,7 
года), 7 больных системной склеродермией (ССД) 
(женщины, средний возраст 35,8±4,6 года) и 10 
здоровых доноров (6 мужчин и 4 женщины, сред-
ний возраст 40,7±3,4 года). Вторую (возрастную) 
группу составили 9 больных СКВ (2 мужчины и 7 
женщин, средний возраст 69,8±4,2 года), 10 боль-
ных РA (5 мужчин и 5 женщин, средний возраст 
65,6±5,2 года), 5 больных ССД (женщины, сред-
ний возраст 65,7± 5,6 года) и 12 здоровых доноров 
(нормальное биологическое старение – 7 мужчин 
и 5 женщин, средний возраст 64,7±4,7 года). 

Уровень ионов кальция регистрировали мето-
дом атомной абсорбционной спектрофотометрии 
на атомном абсорбционном спектрофотометре 
Hitachi-207 (Япония). Aктивность аденозин-
монофосфат-активированной протеинкиназы 
(AMPK) оценивали методом Western blotting. 

По уровню суммарной ATP-aзной активности, 
определяемой спектрофотометрически, судили 
косвенно о метаболической динамике семейства 
белков-шаперонов HSP60  – HSP100. Уровень 
белка р53 анализировали иммуноферментным 
методом с использованием набора “Human p53 
Platinum ELISA” (еBioscience, США). Оцен-
ку содержания 8-гидрокси-2-деоксигуанозина 
(8-ОН-dG) проводили иммуноферментным 
методом с использованием набора “8 hydroxy-
2-deoxyGuanosine EIA Kit” (Cayman Chemical, 
США) в соответствии с рекомендациями произ-
водителя.

Количественное определение цитохрома С 
(Сyt c) осуществляли иммуноферментным мето-
дом с использованием набора “Human Cytochrome 
c Platinum ELISA” (eBioscience, США). 

Активность сорбитолдегидрогеназы (SDG) 
определяли спектрофотометрически. 

equilibrium. The quantity of active oxygen radicals increases, oxidoreductive potential of the cells is changed, 
with activation of cellular destruction components. Activity of cytokine system in the organism is changed 
causing apoptosis regulation; expression of chaperons is decreased, and the immune-oxygenase homeostasis 
is also displaced. Inhibition of genetically determined process of death of cells (apoptosis) comprises the basis 
for development of autoimmune diseases. Transition of late apoptosis into secondary necrosis is accompanied 
by decrease of antioxidant protection and development of autoimmune pathology. The chaperon-mediated 
induction of immune response as the signaling mechanism of autophagy, being evolutionarily fixed in mammals 
only, may be the common central link and “the molecular switch” causing both development of autoimmune 
diseases of connective tissue, and aging processes.

Keywords: autophagy, apoptosis, necrosis, systemic disease, lupus erythematosus
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Регистрацию активных форм кислорода про-
водили при помощи метода электронного пара-
магнитного резонанса.

Уровень адениловых нуклеотидов оценивали 
хроматографически. 

Содержание белка в плазме крови определяли 
при помощи коммерческого набора препаратов 
“Nano Orange Protein Quantitation kit” (Invitrogen, 
США) согласно прилагаемой прописи фирмы. 

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с помощью программного пакета 
Statistica 6.0 for Windows.

Результаты и обсуждение
Аутофагия, как процесс эволюционно кон-

сервативный, принимающий непосредственное 
участие в формировании иммунного ответа [10, 
18] и определяющий динамику и патогенез диф-
фузных болезней, протекает с различной скоро-
стью при СКВ, РА и ССД и зависит от возраста 
пациентов (табл. 1). Очевидное объяснение это-
му заключается в системности, полиорганности, 
степени остроты и выраженности полисиндром-
ного процесса при этих ревматологических за-
болеваниях, что определяется эндоэргичностью 
воспалительных и иммунных реакций, лежащих 
в их основе [19] и проявляющих выраженную 
возрастную динамику. Так, функциональная ак-
тивность АМРК (фермента, являющегося, по 
сути, сенсором внутриклеточной энергии и мета-
болическим маркером аутофагии, а также специ-
фическим индикатором окислительно-восстано-
вительного потенциала клетки) проявляется при 
СЗСТ особенно ярко у пациентов первой группы 
при СКВ и РА, превышая уровень нормы в 6,8 и 
5,2 раза соответственно. С возрастом активность 
АМРК увеличивается, но на фоне СКВ и РА она 
превышает норму в среднем только в 2 раза.

Нарушение процессов шаперон-зависимого 
фолдинга белков, деструкция тканевых структур 
и клеточных органелл в процессе старения и при 
ревматологических заболеваний сопровождают-
ся выходом в кровяное русло митохондриальных 
изоферментов [16, 18]. Деэнергизация клеток при 
старении, усугубляющаяся на фоне системных 
заболеваниях соединительной ткани, нарастаю-
щего разобщения процессов дыхания с окисли-
тельным фосфорилированием, приводит к вы-
ходу из митохондрий проапоптотического белка 
межмембранного пространства  – цитохрома 
С, повышенное содержание которого отражает 
апоптотическую гибель клеток по митохондри-
альному пути и свидетельствует о сравнительном 
нарастании гипоксии при старении и на фоне 
развития СКВ и РA (табл. 1). 

Оксидативный стресс при аутоиммунных за-
болеваниях соединительной ткани сопровожда-
ется кальциурией и нарастанием уровня кальция 

в крови, что отражает степень тяжести остеопоро-
за, в особенности при СКВ. Нарушение нормаль-
ного гомеостаза свободного ионизированного 
кальция на фоне СЗСТ является сигнальным ме-
ханизмом запуска апоптозного митохондриаль-
ного каскада [8, 11, 17] (табл. 1).

Белки-шапероны (HSP), присутствующие не 
только в цитоплазме клеток, но также во вне-
клеточном пространстве и биологических жид-
костях человека, играют ключевую роль в пере-
ключении программ гибели клеток [3, 12, 18]. 
Проведенные нами исследования свидетельству-
ют о том, что АТР-азная активность семейства 
шаперонов HSP60  – HSP100 с возрастом сни-
жается. При этом выход цитохрома С из мито-
хондрий при старении организма увеличивается 
(табл.  1). Следовательно, у возрастной группы 
пациентов (группы № 2) по сравнению с первой 
группой тормозится процесс передачи апоптоз-
ного сигнала и снижается протекторная шапе-
ронная активность, наиболее выраженная при 
СКВ и РA. Являясь биологическими маркерами 
неблагоприятного состояния организма, HSP 
ориентированы на поддержание функционально 
компетентного конформационного гомеостаза 
белков  [5]. Очевидно, что старение организма 
снижает остроту иммунопатологического про-
цесса при СЗСТ, при этом отмечается некая общ-
ность его развития, наиболее ярко проявляюща-
яся при СКВ. Важно, что при этом уровень белка 
р53 – важнейшего опухолевого супрессора и био-
маркера апоптоза (циркулирующего между ядром 
и цитоплазмой, который экспрессируется при де-
струкции ДНК, отражает более высокую степень 
окислительного повреждения ДНК, увеличивает 
экспрессию гена, кодирующего лизосомальные 
мембранные белки, индуцирующие макроауто-
фагию и выраженность оксидативного стресса) – 
значительно увеличивается с возрастом и на фоне 
развития именно СКВ и в меньшей степени при 
РА и ССД (табл. 1) [17]. Об этом свидетельствуют 
также данные по определению уровня 8-ОН-dG 
как биомаркера свободно-радикального повреж-
дения ДНК и данные по определению уровня ак-
тивных форм кислородных радикалов (табл. 1, 2).

Аутофагия при СКВ и РА принимает непо-
средственное участие в развитии иммунного 
ответа и воспалительного процесса особенно у 
пациентов группы 43-45 лет: наблюдается рез-
кое возрастание активности метаболического 
триггера  – AMPK (сенсора внутриклеточной 
энергии), а также: смещается кислотно-щелоч-
ное равновесие, возрастает количество активных 
форм кислородных радикалов, изменяется red-
ox потенциал клеток гепатоцитов. Отметим, что 
смещение рН крови (в среднем от 7,5 в норме до 
6,7 при СКВ) и оксидативный стресс включают 
синтез шаперонов. Уровень адениловых нуклео-
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ТАБЛИЦА 1. НЕКОТОРЫЕ МАРКЕРЫ АУТОФАГИИ, АПОПТОЗА И НЕКРОЗА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЗДОРОВЫХ 
ДОНОРОВ И ПАЦИЕНТОВ С СЗСТ (М±m) 
TABLE 1. SOME MARKERS OF AUTOPHAGY, APOPTOSIS AND NECROSIS IN THE BLOOD SERUM OF HEALTHY DONORS 
AND PATIENTS WITH SDCT (M±m)

Группа № 1
Group No. 1

AMPK
(усл. ед./мг 

белка)
AMPK 

(cond. unit/mg 
protein)

ATФ-aзная
активность

(нМ Ф неорг./
мин•мг 
белка)

ATP-ase
activity

(nM Pi /min•mg 
protein)

Уровень 
ионов 

кальция
(мМ)

Ca-ion level 
(mM)

Цитохром С
(нг/мл)
Cyt c

(ng/ml)

р 53
(нг/мл)

р 53
(ng/ml)

8-ОН-dG
(нг/мл)

8-ОН-dG
(ng/ml)

Норма (10)
Norm 1,6±0,4 4,4±0,5 2,85±0,56 13,4±0,4 0,87±0,09 14,5±1,4

СКВ (10)
SLE 10,8±0,3*** 9,7±0,3** 3,79±0,19* 43,7±1,9*** 1,63±0,07* 31,9±3,4**

РА (13)
RA 8,3±0,6*** 8,9±0,2* 3,28±0,17* 31,3±4,7** 1,37±0,06* 25,2±2,9*

ССД (7)
SSD 3,8±0,6** 6,1±0,4* 2,51±0,24 16,9±2,9 0,88±0,04 19,7±3,8*

Группа № 2
Group No. 2
Норма (12)
Norm 4,4±0,3 2,1±0,3 2,12±0,56 20,9±0,7 1,57±0,23 24,5±1,9

СКВ (9)
SLE 8,8±0,6** 4,7±0,3* 3,72±0,15* 58,8±4,3*** 2,99±0,07* 39,8±3,7*

РА (10)
RA 6,6±0,7* 3,9±0,2* 3,19±0,06* 49,3±4,6** 1,97±0,08 29,6±2,4

ССД (5)
SSD 4,8±0,5 2,9±0,4 2,58±0,21 28,6±5,9* 1,88±0,04 25,7±3,9

Примечание. СЗСТ – системные заболевания соединительной ткани; AMPK – 5’АМФ-активируемая протеинкиназа;  
p53 (белок p53) – транскрипционный фактор, регулирующий клеточный цикл; 8-ОН-dG – 8-гидрокси-2-деоксигуанозин; 
СКВ – системная красная волчанка; РА – ревматоидный артрит; ССД – системная склеродермия. Различия со 
здоровыми лицами соответствующей группы: * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – р < 0,001.

Note. CDST, connective tissue diseases; AMPK, 5’AMP activated protein kinase; Cyt c, cytochrome c; p53 (protein p53), 
transcription factor regulating cell cycle; 8-ОН-dG, 8-hydroxy-2-deoxyguanosine; SLE, systemic lupus erythematosus; RA, 
rheumatoid arthritis; SSD, systemic scleroderma. Differences with healthy individuals of the corresponding group: *, p < 0.05;  
**, p < 0.01; ***, p < 0.001.

тидов при этом закономерно изменяется: значи-
тельно увеличивается содержание AMP, снижа-
ется ADP и ATP, особенно резко при СКВ  [19]. 
Биохимические механизмы развития воспали-
тельных и иммунных процессов при системных 
заболеваниях соединительной ткани требуют 
высоких энергозатрат. Блокирование аутофагии 
приводит к накоплению в цитоплазме повреж-
денных митохондрий, супероксидных анионов, 
развитию генерализованного иммуно-воспали-
тельного процесса [6, 9, 12]. Именного аутофа-
гия в развитии системной диффузной патологии 
соединительной ткани (особенно в случае СКВ, 
а также РА) принимает непосредственное уча-
стие в формировании иммунного ответа и раз-
витии воспалительного процесса. Наблюдается 

резкое возрастание активности метаболическо-
го триггера  – AMPK (сенсора внутриклеточной 
энергии), а также: смещается кислотно-щелоч-
ное равновесие, возрастает количество активных 
форм кислородных радикалов, изменяется red-ox 
потенциал клеток, идет активация компонентов 
клеточной деструкции, нарушается деятельность 
цитокиновой системы организма (цитокины  – 
регуляторы апоптоза), повышается экспрессия 
шаперонов и смещается иммунооксигеназный 
гомеостаз (табл. 1, 2). Отметим, что активность 
АМРК и уровень цитохрома С, выраженные как 
в абсолютных, так и в относительных величинах, 
при системных заболеваниях соединительной 
ткани претерпевают наиболее резкие сдвиги по 
сравнению с другими анализируемыми в рабо-
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TАБЛИЦА 2. АКТИВНОСТЬ СОРБИТОЛДЕГИДРОГЕНАЗЫ (СДГ), СОДЕРЖАНИЕ АДЕНИЛОВЫХ НУКЛЕОТИДОВ, 
УРОВЕНЬ АКТИВНЫХ ФОРМ СВОБОДНЫХ РАДИКАЛОВ И РН В ПЛАЗМЕ КРОВИ В НОРМЕ И ПРИ СЗСТ (М±m)

TABLE 2. ACTIVITY OF SDH, THE CONTENTS ADENILNUCLEOTIDES, THE LEVEL OF ACTIVE FORMS OF OXYGEN RADICALS 
AND PH IN BLOOD PLASMA IN NORM AND AT SDCT (M±m)

Группа № 1
Group No. 1

СДГ (МЕ)
SDH (IU)

АМФ (нM/мл)
АМР (nM/ml)

АDФ (нM/мл)
АDР (nM/ml)

АТФ (нM/мл)
АТР (nM/ml)

АФСР 
(ед./мг белка)

AFRF
(unit/mg 
protein)

рН

Норма (10)
Norm 0,8+0,1 54-98

(76)
180-320

(250)
1670-1890

(1780) 12,7±4,3 7,4-7,5

СКВ (10)
SLE 26,6±0,8*** 180-240

(210)**
90-110
(100)**

830-930
(880)** 54,6±3,6 *** 6,8-7,0*

РА (13)
RA 13,8±0,9*** 97-129

(113)**
110-158
(134)**

1030-1185
(1107,5)* 26,8±4,0** 7,0-7,3*

ССД (7)
SSD 3,12+0,73** 87-110

(98,5)*
210-340

(275)
1530-1625

(1578) 15,8+4,1 7,3-7,4

Группа № 2 
Group No. 2
Норма (12)
Norm 2,4±0,3 44-65

(54,5)
155-256
(205,2)

1290-1480
(1385) 20,8±4,2 7,2-7,4

СКВ (9)
SLE 10,7±0,4*** 27-35

(31)*
72-104
(88)***

530-730
(630)* 41,6±3,7** 6,7-6,9*

РА (10)
RA 8,2±0,7*** 39-42

(40,5)*
119-137
(128)*

830-985
(907,5)* 31,7±3,6* 6,9-7,0*

ССД (5)
SSD 4,1±0,3* 41-54

(47,5)
154-243
(198,5)

1116-1290
(1203) 27,8±5,4* 7,0-7,2

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

те биохимическими показателями (табл. 1). При 
этом величина отношения АМРК/Cyt c при всех 
изученных в работе аутоиммунных заболеваниях 
в среднем вдвое превышает уровень нормы. Это 
свидетельствует о том, что выраженность диф-
ференциальной генетической экспрессии при 
различных нозологических формах аутоиммун-
ной патологии имеет в целом сходные механиз-
мы регуляции, которые формируют на основе 
количественных изменений ферментативной 
активности новое, специфическое для каждой 
нозологической формы ревматологического за-
болевания аутоиммунное качество. Подчеркнем 
особо, что направленность и динамика имму-
новоспалительного процесса при старении и на 
фоне развития ревматологических заболеваний, 
несмотря на качественные и количественные 
различия и особенности, имеют сходную патоло-
гическую иммуновоспалительную компоненту, 
обеспечивающую едиными механизмами ауто-
иммунную природу ревматологических болезней 
и геронтологические процессы. Отметим также, 
что нарастает клеточная деструкция гепатоцитов, 
о чем свидетельствует резкое возрастание актив-
ности СДГ в крови больных (табл. 2) вследствие 

нарушения плазматической мембраны гепатоци-
тов. Можно утверждать, что печень при развитии 
СКВ и РА включается в общий иммунопатоло-
гический процесс, а резко выраженная аутофа-
гия (наряду с апоптозом и некрозом) приводит 
к массовой гибели гепатоцитов и выходу в кро-
вяное русло продуктов их деградации. При СКВ 
и РА не только инфекционные агенты и молеку-
лярные паттерны патогенов (pathogen-associated 
molecular patterns), но и продукты повреждения 
гепатоцитов (demage-associated molecular patterns) 
вызывают и усиливают генерализованный им-
мунный ответ и воспаление, особенно ярко про-
являющиеся у пациентов первой группы. В отли-
чие от этого при ССД склеротические изменения 
в сосудах, в том числе и на уровне микроциркуля-
ции, затрудняют выход СДГ в кровь, что отмече-
но у пациентов двух обследованных групп.

Заключение
Молекулярные механизмы и специфика 

развития СКВ, РA и ССД определяются, по-
видимому, в том числе и различным соотношени-
ем исследованных типов клеточной смерти. По-
лученные в работе материалы свидетельствуют 
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о том, что при аутоиммунных заболеваниях со-
единительной ткани проявляются все типы кле-
точной смерти, однако степень их выраженности 
находится в зависимости от нозологической фор-
мы заболевания. Ингибирование генетически 
детерминированного процесса гибели клеток  – 
апоптоза – лежит в основе развития как аутоим-
мунных заболеваний, так и процессов старения. 
Поздний апоптоз, перетекающий во вторичный 
некроз, сопровождается снижением антиокси-
дантной защиты, развитием аутоиммунной пато-
логии, особенно выраженной при СКВ. Соотно-
шение различных механизмов клеточной смерти 
(аутофагия, апоптоз, некроз) в крови больных си-
стемными заболеваниями соединительной ткани 
может явиться важным диагностическим и про-
гностическим показателем при выборе тактики 
и стратегии медикаментозной терапии. Прове-
дение такой диагностики на молекулярном уров-
не особенно значимо в случаях с минимальной 
активностью иммунопатологического процесса, 
когда клинические проявления системных забо-
леваний еще не достаточно выражены. 

Критически важным как в геронтологии, так и 
в лечении ревматологических заболеваний явля-
ется подход с точки зрения эволюционной пер-
спективы изыскания мишеней терапевтического 
воздействия среди компонентов системы клеточ-
ной деструкции [6, 13, 14]. Отмеченная нами воз-
растная недостаточность функционирования мо-

лекулярных шаперонов класса HSP60 – HSP100 
(оцененная косвенно по суммарной АТФ-азной 
активности, то есть по способности гидролизо-
вать АТФ, снабжая энергией процесс свертыва-
ния полипептидной цепи) отражает снижение по 
мере старения организма способности адекватно 
реагировать на стрессорные реакции, поддер-
живать гомеостаз и гомеокинез и формировать 
правильную, генетически детерминированную 
пространственную архитектонику белковых 
молекул. Доказанным является существование 
шаперон-зависимой аутофагии как механизма 
поддержания нормальной жизнедеятельности 
клетки в генно-регуляторных контурах управле-
ния и присутствие конформационной патологи-
ти в виде агрегированных и денатурированных 
белков в стареющих клетках при функциональ-
ных нарушениях механизмов шаперон-зависи-
мой аутофагии [5, 11]. Шаперон-опосредованная 
(HSP70 и HSP90) индукция иммунного ответа как 
сигнальный механизм аутофагии, закрепленный 
эволюционно только у млекопитающих, возмож-
но, является центральным звеном и «молекуляр-
ным переключателем» одной программы гибели 
клеток на другую [5, 15, 20], запускающим ауто-
иммунные системные заболевания соединитель-
ной ткани и геронтологические процессы [19]. 

Авторы внесли равный вклад в работу. Кон-
фликт интересов отсутствует. Дополнительное 
финансирование не привлекалось.
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ГИПЕРЭКСПРЕССИЯ TLR2 И TLR4 У БОЛЬНЫХ 
С ИШЕМИЧЕСКИМ ИНСУЛЬТОМ В ОСТРОМ ПЕРИОДЕ 
ЗАБОЛЕВАНИЯ
Ганковская Л.В.1, Стаховская Л.В.1, Греченко В.В.1, Кольцова Е.А.1, 
Уварова О.С.2, Демина М.Д.1, Громова Т.В.1, Свитич О.А.1
1 ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. В патогенез ишемического инсульта активно вовлечена система врожденного иммуните-
та. В условиях церебральной ишемии высвобождается ряд биологически активных веществ, которые 
взаимодействуют с рецепторами врожденного иммунитета, в частности TLR2 и TLR4, что усугубляет 
воспаление в тканях головного мозга. Выявление предикторов на уровне системы врожденного им-
мунитета может позволить прогнозировать клиническое течение ишемического инсульта и обеспе-
чить проведение своевременной терапии. Цель работы – изучение экспрессии рецепторов TLR2 и 
TLR4 в лейкоцитах периферической крови у больных с ишемическим инсультом в динамике заболе-
вания. В исследование включено 27 человек. Основная группа – пациенты с ишемическим инсультом 
различной степени тяжести (n = 19). Пациенты основной группы были разделены на две подгруппы: 
со значением индекса NIHSS менее 10 (n = 10) и более 10 (n = 9). Контрольная группа включала здо-
ровых доноров с отсутствием острых и хронических воспалительных заболеваний в анамнезе (n = 8). 
В  качестве исследуемого материала были использованы лейкоциты периферической крови. Для 
определения экспрессии генов TLR2 и TLR4 применялся метод ОТ-ПЦР в реальном времени. Опре-
деление поверхностной экспрессии TLRs осуществлялось с помощью проточной цитофлуориметрии. 

Изучение экспрессии генов TLR2 и TLR4 показало, что на 1-е, 3-и и 7-е сутки после развития 
инсульта экспрессия гена TLR4 у больных достоверно повышена по сравнению с группой контроля 
(р < 0,01), в то время как экспрессия гена TLR2 на 3-и сутки болезни статистически не отличается 
от контрольной группы. Проведенное исследование поверхностной экспрессии рецепторов показа-
ло, что средняя интенсивность флуоресценции TLR2 на моноцитах периферической крови больных 
достоверно повышена на 1-е и 3-и сутки развития заболевания по сравнению с группой контроля. 
Поверхностная экспрессия TLR4 на моноцитах имеет статистически достоверное повышение лишь 
на 7-е сутки. Оценка данных поверхностной экспрессии TLRs в подгруппах с разными значениями 
тяжести по NIHSS показала, что пациенты с индексом NIHSS > 10 имели достоверно более высокий 
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уровень поверхностной экспрессии TLR2 в течение всего периода наблюдения, в то время как наи-
большая разница в экспрессии TLR4 в подгруппах наблюдалась в 1-е сутки заболевания (p < 0,05). 
У пациентов с ишемическим инсультом выявлено повышение экспрессии TLR2 и TLR4 на уровне 
генов и молекул по сравнению со здоровыми донорами. Данные показатели могут рассматриваться в 
качестве возможных предикторов прогноза ишемического инсульта.

Ключевые слова: ишемический инсульт, Toll-подобные рецепторы, TLR2, TLR4, врожденный иммунитет, воспаление

HYPEREXPRESSION OF TLR2 AND TLR4 IN PATIENTS WITH 
ISCHEMIC STROKE IN ACUTE PERIOD OF THE DISEASE
Gankovskaya L.V.a, Stakhovskaya L.V.a, Grechenko V.V.a, 
Koltsova E.A.a, Uvarova O.S.b, Demina M.D.a, Gromova T.V.a, 
Svitich O.A.a
a N. Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation 
b First Moscow State I. Sechenov Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. Pathogenesis of ischemic stroke is actively involved in the system of innate immunity. Under 
conditions of cerebral ischemia, a number of biologically active substances are released that interact with 
innate immunity receptors, in particular TLR2 and TLR4, which exacerbate inflammation in brain tissue. 
Identification of predictor markers at the level of the innate immunity system may foresee the clinical course of 
ischemic stroke and ensure timely treatment. Our objective was to study expression of TLR2 and TLR4 receptors 
in peripheral blood leukocytes in patients with ischemic stroke in the dynamics of the disease. 27 people were 
included in the study. The main group consisted of patients with ischemic stroke of varying severity (n = 19). 
Patients of the main group were divided into two subgroups: with an NIHSS index value of < 10 (n = 10) and 
> 10 (n = 9). The control group included healthy donors with no history of acute and chronic inflammatory 
diseases (n = 8). Peripheral blood leukocytes were used as the test material. To determine expression of the 
TLR2 and TLR4 genes, RT-PCR in real time was used. Surface expression of TLRs was determined by flow 
cytometry. A study of the TLR2 and TLR4 gene expression showed that on the 1st, 3rd and 7th day post-stroke, the 
TLR4 gene expression in patients was significantly increased, when compared to the control group (p < 0.01), 
whereas TLR2 gene expression on the 3rd day of the disease was not statistically different from the control group. 
A study of surface expression of receptors showed that the average TLR2 fluorescence intensity on the patients’ 
peripheral blood monocytes was significantly increased on the 1st and 3rd day of disease when compared to the 
control group. The surface expression of TLR4 on monocytes has a statistically significant increase only on 
day 7. Assessment of surface expression of TLRs in subgroups with different severity values by NIHSS showed 
that patients with a NIHSS index > 10 had a significantly higher level of surface of TLR2 expression over the 
observation period, while the largest difference in TLR4 expression in the subgroups was observed on the 1st 
day of the disease (p < 0.05). Patients with ischemic stroke showed an increase in TLR2 and TLR4 expression 
at the gene and protein level, compared to healthy donors. These indices can be considered possible predictors 
for clinical prognosis of ischemic stroke.

Keywords: ischemic stroke, Toll-like receptors, TLR2, TLR4, innate immunity, inflammation

Введение
Ишемический инсульт (ИИ)  – острое нару-

шение мозгового кровообращения (ОНМК), воз-
никающее вследствие резкого снижения или пре-
кращения кровотока в сосудах головного мозга, 
что сопровождается некротическими изменени-

ями в тканях мозга и нарушением его функций. 
ИИ является одним из ведущих заболеваний, 
приводящих к инвалидизации и смертности на-
селения по всему миру [4]. Заболеваемость ИИ в 
России составляет 2,5-3,52 случая на 1000 населе-
ния в год, а смертность в остром периоде ОНМК 
достигает 35%, увеличиваясь на 12-15% к концу 
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первого года, а в течение 5 лет после инсульта 
умирают 44% пациентов [4]. 

Согласно современным научным данным, 
помимо сосудистых нарушений и других факто-
ров, являющихся непосредственной причиной 
инсульта, в патогенез ИИ активно вовлечена си-
стема врожденного иммунитета, способная инду-
цировать процесс воспаления в тканях головного 
мозга [9] на фоне ишемического повреждения [3, 
9]. В условиях церебральной ишемии в результате 
гибели нейронов и других клеток высвобождает-
ся ряд биологически активных веществ, ассоци-
ированных с повреждением (DAMPs  – damage 
associated molecular patterns), которые способны 
взаимодействовать с рецепторами врожденного 
иммунитета [12, 15, 23]. Среди таких рецепто-
ров наибольший интерес представляет семейство 
Toll-подобных рецепторов (TLRs), в частности 
TLR2 и TLR4. В настоящее время собрано уже 
немало доказательств вовлеченности этих рецеп-
торов в патогенез ИИ. Так, например, имеются 
данные научной литературы, показывающие, 
что повышенный уровень экспрессии TLR2 и 
TLR4 ассоциируется с плохим прогнозом ОНМК 
и коррелирует с более высокими уровнями про-
воспалительных цитокинов в сыворотке: TNFα, 
VCAM-1, IL-1β и IL-6 [5, 21]. В эксперименталь
ных моделях тромбоэмболического инсульта 
на животных установлено, что внутриклеточ-
ная экспрессия провоспалительного цитокина 
IL-1β снижается у мышей с дефицитом TLR2 и 
TLR4 [21]. Кроме того, в этих же работах пока-
зано, что выраженная экспрессия TLR4 связана 
с функциональным исходом и объемом инфар-
кта головного мозга [5, 24]. При этом активация 
TLR4 способна усиливать экспрессию факторов, 
усугубляющих церебральное повреждение, таких 
как iNOS и IFNγ [10]. Уровень экспрессии TLR4 
связывают с инфильтрацией очага некроза ней-
трофилами и моноцитами, а также с активностью 
микроглии: у TLR4-дефицитных мышей заметно 
снижалось воспаление на границе с зоной ише-
мии, обусловленное рекрутированием этих кле-
ток [2].

Также показана и функциональная значимость 
TLR2 в развитии ИИ. Доказано, что микрогли-
альные клетки в условиях церебральной ишемии 
способны усиливать повреждение нейронов при 
повышении экспрессии провоспалительных ме-
диаторов, ассоциированных с TLR2  [15, 22]. На 
мышиных моделях ИИ установлено, что у живот-
ных с нокаутом гена TLR2 объем инфаркта мозга 
намного меньше, чем у мышей дикого типа [22]. 
Более того, усиленная экспрессия TLR2 со-
пряжена с усилением продукции IL-17 и IL-23 
микроглией, что приводит к усилению апоптоза 
нейронов [22]. 

Таким образом, накопленные эксперимен-
тальные данные свидетельствуют о том, что TLR4 
и TLR2 играют важную роль в модулировании 
воспалительного ответа, вызванного церебраль-
ной ишемией. Однако роль TLRs в организме 
больных ишемическим инсультом на системном 
уровне до сих пор не установлена.

Целью нашего исследования являлось изучение 
экспрессии генов и белков рецепторов врожден-
ного иммунитета (TLR2 и TLR4) в лейкоцитах 
периферической крови у больных с ишемиче-
ским инсультом в динамике заболевания.

Материалы и методы
В исследование включено 27 человек, сре-

ди которых 13 женщин и 14 мужчин. Пациенты 
были разделены на 2 группы. 

1. Основная группа – пациенты, госпитализи-
рованные в стационар кафедры неврологии, ней-
рохирургии и медицинской генетики педиатри-
ческого факультета РНИМУ им. Н.И. Пирогова 
Минздрава России с ишемическим инсультом 
различной степени тяжести по шкале NIHSS. В 
группу вошло 19 человек (n  =  19), среди кото-
рых 10 женщин (средний возраст 73,6±13 лет) и 9 
мужчин (средний возраст 68,9±10 лет);

Критерии включения в исследование:
1)  первые 24 часа от развития ишемического 

инсульта;
2) подписание пациентом информированного 

согласия на участие в исследовании;
3)  наличие результатов исследований  – ней-

ровизуализации, биохимического анализа крови 
с определением уровня холестерина, триглице-
ридов, липопротеидов высокой, низкой и очень 
низкой плотности, глюкозы, коагулограммы и 
агрегатограммы, дуплексного сканирования бра-
хиоцефальных артерий.

2.  Контрольная группа  – здоровые доноры с 
отсутствием острых и хронических воспалитель-
ных заболеваний и инсульта в анамнезе. В группу 
вошло 8 человек (n = 8), среди которых 2 женщи-
ны и 6 мужчин.

В исследование были включены пациенты с 
ишемическим инсультом после подписания ими 
или их ближайшими родственниками информи-
рованного согласия. Все пациенты, включенные 
в исследование, госпитализированы в первые 24 
часа от дебюта симптоматики, причем 6 из них 
– в первые 4,5 часа. Первый забор крови для ис-
следования проводился в максимально ранние 
сроки от момента поступления пациентов в ста-
ционар.

При анализе основных модифицируемых фак-
торов риска у пациентов были установлены сле-
дующие особенности.
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У 17 (94%) больных была выявлена артери-
альная гипертензия (АД), причем более чем у 
половины из них заболевание длилось не менее 
5 лет, адекватной антигипертензивной терапии 
пациенты не принимали. На момент поступле-
ния у половины больных уровень АД превышал 
180/100 мм рт. ст. 

Курили больше половины пациентов (55,5%), 
стаж курения на момент исследования составил в 
среднем более 10 лет. Алкоголем злоупотребляли 
4 (22%) человека. 

Сахарный диабет 2 типа выявлен у 2 (11%) 
больных. У 5 пациентов (28%) была повышенная 
масса тела, преимущественно за счет абдоми-
нального ожирения. У 12 (67%) больных выяв-
лена дислипидемия, причем на момент возник-
новения инсульта только один пациент с целью 
коррекции нарушений обмена липидов прини-
мал статины. Трое пациентов (17%) в анамнезе 
перенесли инфаркт миокарда.

Ультразвуковое исследование магистральных 
артерий головы проводили всем пациентам. Ате-
росклеротические изменения сосудов выявлены 
у всех пациентов. Стенозирующий атеросклеро-
тический процесс обнаружен у 14 (78%) больных. 
Стенозы малых градаций (до 50%) выявлены у 9 
(50 %) пациентов. Осложненные атеросклероти-
ческие бляшки выявлены у 5 (28%) больных. 

У 3 (17%) больных выявлены сосудистые 
аномалии (гипоплазия позвоночной артерии, 
передняя трифуркация, задняя трифуркация, 
деформации сонных артерий, гипертоническая 
макроангиопатия). 

Семейный анамнез был исследован у всех 
пациентов. Выясняли наличие у родственников 
сердечно-сосудистой патологии (ишемическая 
болезнь сердца, инфаркт миокарда, артериальная 
гипертензия) и цереброваскулярных заболеваний 
(ишемический инсульт). 

У 15 (83%) больных выявлена наследствен-
ная отягощенность по инсульту. Наследствен-
ная отягощенность по инфаркту миокарда была 
установлена у 41 (39%). У 13 (72%) пациентов вы-
явлена наследственная предрасположенность к 
артериальной гипертензии. Наследственность по 
сердечно-сосудистой патологии из всей выборки 
выявлена у 16 (88%) больных. 

С целью изучения экспрессии генов TLR2 и 
TLR4 в качестве исследуемого материала была 
использована лейкоцитарная масса, полученная 
из цельной крови с использованием стерильного 
6% раствора декстрана, по методике, описанной 
ранее (Красный С.А., Фещенко С.П., Богдано-
ва Н.В., Торбашевич Е.С. Молекулярные методы 
оценки генетического риска и мониторинга со-
матических мутаций для семей, получивших до-
полнительное ионизирующее облучение, 2004). 

Из лейкоцитов крови выделяли общую РНК жид-
костнофазным методом, используя набор для вы-
деления РНК «РИБО-сорб» («ИнтерЛабСервис», 
Россия), согласно инструкции производителя. 
Реакцию обратной транскрипции проводили с 
использованием «Набора для проведения реак-
ции обратной транскрипции» («Синтол», Россия) 
с целью синтеза ДНК на матрице РНК интере-
сующего гена (TLR2 и TLR4) для последующего 
определения числа копий с помощью ПЦР в ре-
альном времени. Реакцию проводили в соответ-
ствии с протоколом производителя с применени-
ем «Набора реагентов для проведения ПЦР-РВ в 
присутствии SYBRGreen I» и праймеров, синте-
зированных на фирме «Синтол» (Россия). Коли-
чество копий ДНК изучаемых генов рассчитыва-
лось по формуле: (35,476 – Ср) × 352,6. Реакцию 
проводили в амплификаторе ДТ-96.

Определение экспрессии TLRs на поверхно-
сти клеток периферической крови осуществля-
лось с помощью проточной цитофлуориметрии. 
Исследование проводилось по следующей мето-
дике. 100 мкл цельной крови окрашивались мо-
ноклональными антителами (МАТ) против TLR2 
(или TLR4) (e-Biosciences, США), меченными 
флуюорохромом Alexa Fluor 488, а также МАТ 
против CD14 (e-Biosciences, США), меченными 
APC. В качестве изотипического контроля ис-
пользовались IgG2, меченные соответствующи-
ми флюорохромами. Цельная кровь инкубиро-
валась с МАТ в течение 30 мин при температуре 
4 °С, затем осуществлялось удаление эритроцитов 
с помощью лизирующего буфера (IOTest 3 Lysing 
Solution, Beckman Coulter, США). Окрашенные 
клетки отмывались в фосфатно-солевом буфере 
и затем анализировались на проточном цито
флуориметре (Beckman Coulter Navios, Beckman 
Coulter, США).

Регионы лимфоцитов, гранулоцитов и моно-
цитов устанавливались по показателям светорас-
сеяния, регион моноцитов дополнительно опре-
делялся по маркеру CD14.

Процент связывания TLR2 и TLR4 оцени-
вался с учетом неспецифического связывания, 
определяемого по изотипическому контролю. 
Средняя интенсивность флуоресценции клеток 
(MFI) определялась как отношение средней ин-
тенсивности флуоресценции образца к средней 
интенсивности флуоресценции соответсвующе-
го изотипического контроля: MFI = MFIsample/
MFIiso.

Статистическая обработка данных проводи-
лась с использованием пакета Statistica 10, про-
граммы GraphPad Prizm 5 и программы Microsoft 
Excel 2010. Перед проведением анализа выбор-
ки показателей были исследованы на нормаль-
ность, симметричность и равенство дисперсий. 
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По результатам проверки отдано предпочтение 
непараметрическим методам анализа. Также зна-
чения выборок данных были проверены на нали-
чие выбросов (по интерквартильному размаху), 
в результате чего часть данных была отклонена. 
Множественное сравнение показателей поверх-
ностной экспрессии TLR2 и TLR4 в динамике с 
контрольной группой здоровых доноров прово-
дилось с использованием критерия Краскела–
Уоллиса (Kruskal–Wallis test) с апостериорным 
сравнением по критерию Данна (Dunn’s test).

Однократные сравнения показателей из не-
связанных групп проводились с использованием 
критерия Манна–Уитни. Для оценки взаимосвя-
зи между показателями определялся коэффици-
ент ранговой корреляции Спирмена. 

Работа выполнена на базе кафедры иммуно-
логии МБФ РНИМУ им. Н.И. Пирогова.

Результаты 
Изучение экспрессии генов TLR2 и TLR4 в лей-

коцитах крови у больных ИИ
В результате сравнения экспрессии генов 

TLR2 и TLR4 у больных ишемическим инсультом 
с контрольной группой было установлено, что 
на 1-е, 3-и и 7-е сутки после развития инсульта 
экспрессия гена TLR4 у больных ИИ достоверно 
повышена по сравнению с группой здоровых до-
норов (р < 0,01) (рис. 1). При этом на 3-и сутки 
отмечается незначительное снижение экспрес-
сии гена TLR4 по сравнению с 1-и сутками болез-
ни. Однако на 7-е сутки экспрессия изучаемого 
гена вновь повышается и оказывается выше, чем 
в 1-е сутки болезни пациентов.

Динамика экспрессии гена TLR2 у больных с 
ишемическим инсультом имеет несколько иную 
тенденцию. Наиболее высокая экспрессия гена 
наблюдается на 1-е сутки болезни пациентов. 
При этом на 3-и сутки отмечается снижение экс-
прессии, которая статистически не отличается от 
группы контроля, однако на 7-е сутки экспрес-
сия снова достоверно возрастает (рис. 2).

Изучение поверхностной экспрессии TLR2 и 
TLR4 на лейкоцитах крови у больных с ИИ

Проведенное исследование поверхностной 
экспрессии рецепторов показало, что показатели 
средней интенсивности флуоресценции TLR2 на 
CD14+ моноцитах периферической крови боль-
ных ишемическим инсультом достоверно по-
вышены на 1 и 3 сутки развития заболевания по 
сравнению с группой контроля. На 7 сутки раз-
вития заболевания показатель экспрессии TLR2 
снижается и статистически не отличается от 
группы здоровых доноров (рис. 3).

Динамика поверхностной экспрессии TLR4 на 
CD14+ моноцитах периферической крови боль-
ных ишемическим инсультом имеет несколько 

отличающуюся тенденцию. На протяжении всего 
исследования (1-7 сутки заболевания) значение 
средней интенсивности флуоресценции TLR4 на 
моноцитах имеет тенденцию к повышению, при 
этом на 7 сутки отмечается статистически досто-
верное повышение показателя, по сравнению с 
группой контроля (p < 0,05) (рис. 4).

Оценка данных показателей на других попу-
ляциях клеток периферической крови не показа-
ла достоверных отличий от контрольной группы 
здоровых доноров.

Корреляционный анализ показателей поверх-
ностной экспрессии TLR2 и TLR4 и клинических 
показателей тяжести состояния пациентов вы-
явил слабую положительную корреляцию между 
показателями поверхностной экспрессии TLR2 
и значениями шкалы NIHSS (r = 0,42; p < 0,05). 
Более детальный анализ показателей позволил 
разделить пациентов исследуемой группы на две 
подгруппы: со значением индекса NIHSS менее 
10 и более 10.

Оценка данных поверхностной экспрессии 
TLR2 в этих подгруппах показала, что пациен-
ты с индексом NIHSS > 10 имели боле высокий 
уровень поверхностной экспрессии TLR2 с 1 по 
7 сутки наблюдения. При этом на 3 и 7 сутки раз-
ница между подгруппами статистически досто-
верна (рис. 5).

Уровень поверхностной экспрессии TRL4 на 
моноцитах периферической крови больных этих 
подгрупп также различался. Однако наибольшая 
разница в экспрессии TLR4 наблюдалась в 1 сут-
ки заболевания (p  <  0,05). На 3 и 7 сутки дина-
мики наблюдения в группе с NIHSS > 10 хоть и 
наблюдалась тенденция к повышению значений, 
но статистических отличий выявить не удалось 
(рис. 6).

Обсуждение
В результате проведенного исследования было 

установлено, что как внутриклеточная, так и по-
верхностная экспрессии TLR2 и TLR4 у больных 
с ИИ имеют общую тенденцию к повышению, 
что может быть связано с высвобождением боль-
шого количества эндогенных лигандов этих ре-
цепторов во время церебрального повреждения. 

Среди возможных эндогенных лигандов 
TLRs, вовлеченных в патогенез ИИ, в настоящий 
момент хорошо изучена роль белков HMGB1, се-
кретируемых в условиях клеточного стресса [9, 14, 
20]. Известно, что в культуре глиальных клеток 
HMGB1 индуцирует экспрессию iNOS, IL- 1β, 
IL-6, IL-8 и TNFα [6]. Также уровень HMGB1 
повышается в крови пациентов с ИИ, при этом, 
согласно литературным данным, известно, что 
данный белок может быть предиктором 12-ме-
сячного исхода заболевания [6].
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Рисунок 1. Экспрессии гена TLR4 в лейкоцитарной 
массе больных с ишемическим инсультом на 1-е, 3-и  
и 7-е сутки после его развития с контрольной группой
Примечание. * – различия статистически достоверны 
по сравнению с контрольной группой (p < 0,01).
Figure 1. Gene expression of TLR4 in the leukocyte mass 
of patients with ischemic stroke on the 1st, 3rd and 7th day after 
its development with the control group
Note. *, statistical significance referring to control group (p < 0.01).

Рисунок 3. Поверхностная экспрессия TLR2 на CD14+ 
моноцитах периферической крови больных 
c ишемическим инсультом в динамике
Примечание. * – различия статистически достоверны 
по сравнению с контрольной группой (р < 0,05); ** – различия 
статистически достоверны по сравнению с контрольной 
группой (p < 0,01). 
Figure 3. Surface expression TLR2 on CD14+ monocytes 
of peripheral blood of patients with ischemic stroke in dynamic
Note. *, statistical significance referring to control group (p < 0.05); **, 
statistical significance referring to control group (p < 0.01).

Рисунок 4. Поверхностная экспрессия TLR4 на CD14+ 
моноцитах периферической крови больных 
c ишемическим инсультом в динамике
Примечание. * – различия статистически достоверны 
по сравнению с контрольной группой (p < 0,05).
Figure 4. Surface expression TLR4 on CD14+ monocytes 
of peripheral blood of patients with ischemic stroke in dynamic
Note. *, statistical significance referring to control group (p < 0.05).

Рисунок 2. Экспрессии гена TLR2 в лейкоцитарной 
массе больных с ишемическим инсультом на 1-е, 3-и  
и 7-е сутки после его развития с контрольной группой
Примечание. * – различия статистически достоверны 
по сравнению с контрольной группой (p < 0,01).
Figure 2. Gene expression of TLR2 in the leukocyte mass 
of patients with ischemic stroke on the 1st, 3rd and 7th day after 
its development with the control group
Note. *, statistical significance referring to control group (p < 0.01).
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В качестве активных индукторов TLRs при 
ИИ представляется также группа белков теплово-
го шока (HSP). Из всех представителей HSP наи-
больший интерес в патогенезе ИИ представляют 
HSP60 и HSP70. Так, например, установлено, что 
связывание HSP60 и HSP70 с TLR2 и TLR4 при-
водит к повышению синтеза TNFα, IL-1β и IL-6 
в ишемизированном мозге [5, 21]. 

При оценке экспрессии генов TLR2 и TLR4 
было выявлено, что в 1-е сутки болезни экспрес-
сия изучаемых генов достоверно превышает экс-
прессию генов в контрольной группе. При этом 
на 3-и сутки экспрессия изучаемых генов имеет 
тенденцию к снижению. Возможно, это связано 
с реализацией механизмов ранней защиты моз-
говой ткани от повреждения. Имеются данные, 
указывающие, что после создания модели ИИ у 
мышей и последующей вивисекции в головном 
мозге через 3 суток после ишемии отмечаются 
признаки восстановления нервной ткани, хотя 
одновременно с этим происходит нарастание 
патологических процессов [10]. Относительно 
недавно опубликованы результаты исследова-
ний, в которых сообщается о нейропротективной 
роли HSP70 и HSP27 в раннем постишемическом 

периоде [3, 11, 15, 16, 18]. Также имеются дан-
ные, сообщающие о нейропротективной роли 
microRNA в остром периоде инсульта [7, 19, 22]. 
Однако на 7-е сутки вновь отмечается увеличе-
ние экспрессии, что, возможно, связано с так 
называемым феноменом отсроченной гибели 
нейронов, согласно которому гибель нейронов 
при ишемическом повреждении происходит по 
времени неоднородно [2].

Проведение корреляционного анализа между 
экспрессией генов рецепторов TLR2 и TLR4 и их 
белками на поверхности моноцитов не выявило 
прямой взаимосвязи между указанными показа-
телями. Данный факт может быть связан с тем, 
что мРНК после транскрипции подвергается, с 
одной стороны, деградации ввиду работы фер-
ментов РНКаз [13], а с другой – действию процес-
са РНК-интерференции с участием siRNA [14].

В исследовании была выявлена положитель-
ная корреляция между степенью тяжести ИИ по 
шкале NIHSS и экспрессией изучаемых рецепто-
ров. Полученные результаты хорошо подтвержда-
ют ранее опубликованные данные Brea D. и со-
авт. [12], где было показано, что в зависимости от 
тяжести состояния (определяемой по шкале Рэн-

Рисунок 5. Поверхностная экспрессия TLR2 на 
CD14+ моноцитах периферической крови больных 
c ишемическим инсультом в динамике и с учетом 
оценки тяжести по шкале NIHSS
Примечание. * – различия между группами достоверны 
(p < 0,05); ** – различия между группами достоверны (p < 0,01).
Figure 5. Surface expression TLR2 on CD14+ monocytes 
of peripheral blood of patients with ischemic stroke in dynamic 
with different NIHSS index
Note. *, statisticalу significant difference between groups (p < 0.05); **, 
statisticalу significant difference between groups (p < 0.01).

Рисунок 6. Поверхностная экспрессия TLR4 на 
CD14+ моноцитах периферической крови больных 
c ишемическим инсультом в динамике и с учетом 
оценки тяжести по шкале NIHSS
Примечание. * – различия между группами достоверны 
(p < 0,05).
Figure 6. Surface expression TLR4 on CD14+ monocytes 
of peripheral blood of patients with ischemic stroke in dynamic 
with different NIHSS index
Note. *, statisticalу significant difference between groups (p < 0.05).
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кин) увеличивается поверхностная экспрессия 
TLR2 и TLR4 на моноцитах периферической кро-
ви больных c ишемическим инсультом. Этот факт 
может быть связан с большим объемом инфаркта 
мозга и, соответственно, с большим количеством 
DAMPs, поступающих в системный кровоток, что 
в свою очередь приводит к повышению актива-
ции системы врожденного иммунитета. 

Полученные в результате исследования дан-
ные об изменении поверхностной и внутри-
клеточной экспрессии TLR2 и TLR4 позволяют 

оценить изменение активности воспалительного 
процесса у больных ИИ на системном уровне. 
Новые данные об изменении экспрессии TLRs 
при ИИ вносят вклад в понимание патогене-
за данного заболевания, что обосновывает не-
обходимость дальнейшего исследования роли 
врожденного иммунитета в развитии ИИ для 
разработки и внедрения новых подходов к про-
гнозированию течения и исхода заболевания, а 
также таргетной терапии.
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БАЛАНС CD4+IFNγγ+ И CD4+CD25hiТ-КЛЕТОК КАК РАННИЙ 
ПРЕДИКТОР 3-МЕСЯЧНОГО ИСХОДА У БОЛЬНЫХ 
ИШЕМИЧЕСКИМ ИНСУЛЬТОМ
Морозов C.А.1, Тихонова М.А.1, Пронкина Н.В.1, Штоббе А.А.2, 
Леплина О.Ю.1, Шевела Е.Я.1, Останин А.А.1, Черных Е.Р.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия  
2 МБУЗ «Городская клиническая больница № 1», г. Новосибирск, Россия

Резюме. Раннее прогнозирование исходов ишемического инсульта (ИИ) является важной задачей, 
поскольку может помочь в оптимизации лечебной программы и персонификации лечения. Учиты-
вая, что при инсульте Т-лимфоциты с регуляторной активностью участвуют в различных патофизио
логических процессах, включая воспаление, иммунодепрессию, поражение и репарацию мозговой 
ткани, исследование Т-клеток в качестве потенциальных биомаркеров представляет особое значе-
ние. Целью работы явилось исследование субпопуляций циркулирующих Т-клеток с фенотипом 
Т-хелперов 1 типа (Тh1), регуляторных Т-клеток (Тreg) и их соотношения у пациентов в остром пе-
риоде ИИ в зависимости от тяжести, выраженности воспалительного ответа и 3-месячного исхода 
(по модифицированной шкале Рэнкина, mRs). В исследование был включен 61 пациент с впервые 
выявленным ИИ (тяжесть по шкале NIHSS ≥ 5 баллов) в остром периоде (24-48 ч после инсульта) и 
20 сопоставимых по полу и возрасту доноров. Лабораторное обследование включало оценку лейко-
цитоза, нейтрофильно-лимфоцитарного индекса (НЛИ) и СРБ. Исследование Т-клеток проводили в 
популяции мононуклеарных клеток периферической крови. Тh1 и Тreg оценивали, соответственно, 
по содержанию CD4+IFNγ+ и CD4+CD25hiТ-клеток методом проточной цитофлюориметрии. В пер-
вые 24-48 ч с момента нарушения мозгового кровообращения пациенты характеризовались повы-
шенными показателями лейкоцитоза, НЛИ и СРБ. Тяжесть инсульта ассоциировалась с большей вы-
раженностью системной воспалительной реакции, что подтверждалось достоверно более высокими 
показателями лейкоцитоза, НЛИ и СРБ при тяжелом инсульте, чем при инсульте легкой степени тя-
жести, а также наличием прямой взаимосвязи NIHSS с уровнем НЛИ и СРБ. Также у пациентов от-
мечалось достоверное снижение CD4+IFNγ+Тh1-клеток, возрастание CD4+CD25hiТreg и выраженное 
снижение индекса Th1/Treg. При этом в группе с NIHSS ≥ 8 (среднетяжелый и тяжелый инсульт) доля 
CD4+IFNγ+Т-клеток находилась в прямой, а содержание CD4+CD25hiТ-клеток – в обратной корре-
ляционной зависимости с уровнем СРБ и НЛИ. Изменения Т-клеточных субпопуляций были более 
выражены у пациентов с благоприятным 3-месячным исходом (mRs > 3). В результате пациенты с 
неблагоприятным исходом (mRs ≤ 3) отличались от оппозитной группы более высоким содержани-
ем CD4+IFNγ+, меньшим уровнем CD4+CD25hiТ-клеток и более (4-кратно) высоким индексом соот-
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ношения CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi. ROC-анализ выявил «хорошее» качество прогноза, основанного 
на оценке индекса CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi в качестве монопредиктора неблагоприятного исхода 
(AUC = 0,75) и «очень хорошее» качество прогноза при комбинации указанного индекса с баллом 
по шкале NIHSS (AUC  =  0,82). Полученные данные позволяют предположить, что уменьшение 
Th1/ Тreg индекса за счет снижения CD4+IFNγ+ и повышения CD4+CD25hiТ-клеток в остром периоде 
ИИ является компенсаторной реакцией, направленной на сдерживание воспалительного ответа, и 
характеризуется прогностической значимостью при использовании в качестве раннего предиктора 
3-месячного исхода.

Ключевые слова: CD4+IFNγ+, CD4+CD25hi, ишемический инсульт, исходы

BALANCE OF CD4+IFNγγ+ AND CD4+CD25hiT CELLS AS EARLY 
PREDICTOR OF A 3-MONTH OUTCOME IN ISCHEMIC STROKE 
PATIENTS
Morozov S.A.a, Tikhonova M.A.a, Pronkina N.V.a, Shtobbe A.A.b, 
Leplina O.Yu.a, Shevela E.Ya.a, Ostanin A.A.a, Chernykch E.R.a
a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b City Clinical Hospital No. 1, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Early prediction for ischemic stroke (IS) outcome is a major challenge since it may help to optimize 
treatment program and to make it more personalized. Since T cells with regulatory activity are involved in 
different pathophysiological processes in brain stroke, including inflammation, immune suppression, brain 
damage and repair, the study of T cells as potential biomarkers has essential importance. The present work 
aimed to study the circulating T cell subsets with phenotype of type 1 T helper cells (Th1) and regulatory T cells 
(Treg), and their ratio during the acute phase of IS, depending on stroke severity, inflammatory response and 
3-month outcome (according to modified Rankin scale, mRs). Patients and methods. The study included 61 
patients with a newly diagnosed IS (severity according to NIHSS ≥ 5), in the first 24-48 h after stroke onset, and 
20 age/sex-related healthy donors. Laboratory examination included assessment of leukocytosis, neutrophil-
lymphocyte ratio (NLR) and CRP concentration. Mononuclear cells were isolated from peripheral blood to 
study T cell subsets. Th1 and Tregs were measured by FACS analysis as CD4+IFNγ+ and CD4+CD25hiT cells, 
respectively. During the first 24-48 h after stroke, the patients had elevated values of leukocyte counts, NLR and 
CRP. Higher levels of these parameters in severe stroke compared with mild stroke, as well as direct correlation 
of NIHSS with NLR and CRP evidenced that the stroke severity was associated with more pronounced 
inflammatory response. Patients were also characterized by a significant decrease in CD4+IFNγ+Th1 cells, 
an increase in CD4+CD25hiTreg, and a marked decrease in Th1/Treg ratio. Furthermore, in patients with 
NIHSS ≥ 8 (moderate and severe stroke), the percentage of CD4+IFNγ+T cells was in direct correlation, and 
the number of CD4+CD25hiT cells was inversely related to CRP and NLR values. The changes of T cell subsets 
were more pronounced in patients with a favorable 3-month outcome (mRs  >  3). As a result, the patients 
with poor outcome (mRs ≤ 3) had higher CD4+IFNγ+T cell proportion, lower CD4+CD25hiT cell percentage 
and 4-fold higher CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi ratio compared with opposing group. ROC analysis revealed a 
“good” quality of prognosis based on evaluation of the CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi ratio as a monopredictor of 
adverse outcome (AUC = 0.75) and “very good” quality of prognosis when the indicated ratio was combined 
with NIHSS scale (AUC  =  0.82). The data obtained suggest that a decrease of Th1/Тreg ratio, due to a 
decrease in CD4+IFNγ+ and increased CD4+CD25hiT cell counts during the acute phase of ischemic stroke is 
a compensatory reaction directed at inhibition of inflammatory response, and has a prognostic significance as 
early predictor of the outcome at 3 months.

Keywords: CD4+IFNγ+, CD4+CD25hi, ischemic stroke, outcomes
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Введение
Ишемический инсульт (ИИ) остается одной 

из приоритетных медико-социальных проблем в 
силу высоких показателей распространенности, 
летальности, инвалидизации и трудовых потерь 
среди работоспособного населения [3]. Оценка 
риска неблагоприятного исхода в раннем периоде 
инсульта необходима для оптимизации програм-
мы лечения и разработки персонифицированных 
методов терапии. Однако прогнозирование ис-
хода инсульта остается сложной задачей. Тради-
ционно к клинически значимым предикторам 
относят тяжесть инсульта, возраст пациентов и 
развитие ранних инфекционных осложнений в 
постинсультном периоде. Недавними исследо-
ваниями показано также, что биомаркерами ис-
ходов могут являться параметры крови, отражаю-
щие системное воспаление (СРБ, лейкоцитоз) и 
иммунный ответ (IL-1β, IL-1ra, IL-6, IL-8, IL-10, 
IL-12, MCP-1, TNFα) [8]. 

Патогенез ИИ связан с иммунным ответом на 
ишемическое поражение мозговой ткани, лежа-
щим в основе локальной и системной воспали-
тельной реакции [12]. Соответственно, иммунные 
параметры, и в частности Т-клетки, участвующие 
в регуляции иммунного ответа и воспаления, мо-
гут иметь патогенетическую и прогностическую 
значимость [2]. Среди различных субпопуляций 
CD4+Т-клеток Т-хелперы 1  типа (Th1) активи-
руют провоспалительный фенотип макрофа-
гов и микроглии [5, 11], тогда как регуляторные 
Т-клетки (Тreg) подавляют провоспалительную 
активность клеток врожденного иммунитета [10]. 
Поэтому баланс этих Т-клеточных субпопуляций 
может во многом определять характер течения и 
исход церебрального инсульта. 

Согласно данным литературы, возрастание 
Тreg в мозговой ткани и периферической крови 
наблюдается уже с первых дней после ишемиче-
ского поражения мозговой ткани [9, 18]. Однако 
роль Тreg остается неоднозначной. Обладая спо-
собностью ингибировать воспалительную реак-
цию, выработку металлопротеиназ, активность 
эффекторных Т-клеток и активацию микроглии, 
Тreg могут оказывать нейропротективный эф-
фект [9]. Позитивный эффект Тreg может быть 
также обусловлен стимулирующим влиянием на 
нейрогенез [13] и постишемическую неоваскуля-
ризацию [19]. С другой стороны, Тreg могут вызы-
вать повреждение микрососудов и потенцировать 
ишемическое поражение головного мозга  [7], а 
также участвовать в индукции иммуносупрессии, 
являющейся ведущей причиной инфекционных 
осложнений и летальности при ИИ [15]. 

Данные об изменении содержания циркули-
рующих Th1 в остром периоде ИИ у человека 
отсутствуют. Тем не менее в модели инсульта на 

животных показано, что снижение уровня IFNγ, 
продуцируемого Th1, с помощью системного 
введения IFNγ-нейтрализующих антител умень-
шает размеры зоны инфаркта и выраженность 
неврологического дефицита [14].

Целью настоящей работы явилось исследова-
ние субпопуляций циркулирующих Т-клеток с 
фенотипом Тh1, Тreg и их баланса в остром пери-
оде ИИ в зависимости от тяжести инсульта, вы-
раженности воспалительного ответа и 3-месяч-
ного исхода заболевания.

Материалы и методы
Рекрутирование пациентов (мужчины и жен-

щины ≥ 18 лет) проводили из числа больных, на-
ходившихся на лечении в неврологическом отде-
лении ГБУЗ НСО «ГКБ № 1» (г. Новосибирск) с 
диагнозом «острое нарушение мозгового крово-
обращения». Критериями включения являлись: 
наличие впервые возникшего ИИ в бассейне 
средней мозговой артерии, верифицированного 
в соответствии с критериями МКБ-10 методами 
нейровизуализации (КТ/МРТ); острый период 
(первые 24-48 ч после инсульта); атеротромбо-
тический или кардиоэмболичеcкий подтип ИИ 
определенный на основании критериев TOAST; 
тяжесть неврологического дефицита ≥ 5 баллов по 
шкале NIHSS; наличие полной функциональной 
независимости до развития инсульта (0-1 балл по 
шкале Рэнкина); подписанное пациентом (или 
его представителем) добровольное согласие на 
участие в исследовании. Критериями исключе-
ния являлись: отказ пациента (или его представи-
теля) от участия в исследовании; наличие острого 
воспалительного, инфекционного, нейродегене-
ративного, аутоиммунного заболевания; наличие 
выраженной почечной или печеночной недоста-
точности, сахарного диабета в тяжелой форме; 
наличие повторного ОНМК; наличие в анамнезе 
острого инфаркта миокарда, опухолевого про-
цесса, черепно-мозговой травмы, операции на 
сердце и сосудах шеи; прием иммуносупрессор-
ных препаратов в течение 12 мес. до забора крови. 
Контрольную группу составили 20 сопоставимых 
по полу и возрасту здоровых доноров. 

Тяжесть инсульта определяли в баллах по 
шкале инсульта национального института здо-
ровья США (NIHSS). Функциональный исход 
оценивали через 3 мес. по модифицированной 
6-балльной шкале степени инвалидизации Рэн-
кина (mRs). Пациенты с уровнем mRs ≤  3 (что 
соответствует умеренной инвалидизации) были 
отнесены в группу с благоприятным исходом, а с 
уровнем mRs  >  3 (включающих грубую инвали-
дизацию, вегетативный статус или летальный ис-
ход) – в группу с неблагоприятным исходом. 
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Лабораторное обследование пациентов прово-
дили в первые 24-48 ч. Выраженность системной 
воспалительной реакции оценивали по концен-
трации С-рективного белка (СРБ) и показателям 
крови (лейкоцитоз, нейтрофильно-лимфоци-
тарный индекс (НЛИ)). Мононуклеарные клет-
ки периферической крови выделяли стандартно 
центрифугированием гепаринизированной ве-
нозной крови в градиенте плотности фиколла-
верографина. Т-клетки с фенотипом Th1 и Treg 
оценивали, соответственно, по числу CD4+IFNγ+ 
и CD4+CD25hiТ-лимфоцитов методом проточной 
цитофлюориметрии с использованием FITC-
меченных анти-СD25, PerCP-меченных анти-
CD4 и PE-меченных анти-IFNγ моноклональных 
антител (BD PharMingen, США). Фиксацию и 
пермеабилизацию клеток для оценки внутрикле-
точной экспрессии IFNγ проводили после инку-
бации клеток с моноклональными антителами 
против поверхностных антигенов (CD4), исполь-
зуя коммерческий набор растворов для фикса-
ции/пермеабилизации “Transcription Factor Buffer 
Set” в соответствии с инструкцией производите-
ля (BD Biosciences). Исследование проводили по 
общепринятой методике с использованием па-
раметров прямого и бокового светорассеяния и 
флюоресценции по каналам FL-1 (FITC), FL-2 
(РЕ), FL-3 (РerCP), (BD FACSCalibur, CellQuest 
Software, США). Относительное содержание 
CD4+CD25hi и CD4+IFNγ+T-клеток представлено 
в виде процента от количества лимфоцитов.

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием программ Statistica 6.0 и Graph 
Pad Prism 5.0. Для выявления значимых разли-

чий сравниваемых показателей использовали 
непараметрический U-критерий Манна–Уитни. 
Различия считались статистически значимыми 
при p ≤  0,05. Корреляционную связь оценивали 
с помощью коэффициента корреляции Спирме-
на (rS). Прогностическую значимость оценивали 
с использованием ROC-анализа. 

Результаты
В исследуемую группу (n = 61) были включе-

ны 32 мужчины и 29 женщин в возрасте от 40 до 
80 лет с тяжестью инсульта ≥ 5 баллов по шкале 
NIHSS (табл.  1). Доля пациентов с ИИ средней 
и тяжелой степени тяжести среди них состави-
ла более 70%. Пациенты в группах с различной 
степенью тяжести не различались по полу и воз-
расту. Неблагоприятный 3-месячный исход был 
отмечен у 22 (36,1%) пациентов, причем в пода-
вляющем большинстве случаев (21/22; 95%) ре-
гистрировался в группах больных со средней и 
тяжелой стпенью тяжести ИИ (NIHSS ≥ 8).

В первые 24-48 ч после ИИ больные характери-
зовались достоверным возрастанием абсолютно-
го количества лейкоцитов, НЛИ и СРБ, отража-
ющих системное воспаление (табл. 2). Значимое 
увеличение этих показателей регистрировалось у 
больных с легкой степенью тяжести и нарастало 
по мере утяжеления ИИ. Так, показатели лейко-
цитоза, НЛИ и СРБ при тяжелом инсульте были 
достоверно выше, чем при инсульте легкой сте-
пени тяжести. Более того, балл по шкале NIHSS 
находился в умеренной, но достоверной прямой 
корреляционной связи с уровнем лейкоцитоза 
(rS  =  0,36; p  =  0,005), СРБ (rS  =  0,36; p  =  0,005) 

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА БОЛЬНЫХ 
TABLE 1. BASELINE CHARACTERISTICS OF PATIENTS

Параметры
Parameters

Общая группа
Total group

Степень тяжести инсульта
Stroke severity

Легкая
Mild

(NIHSS ≤ 7)

Средняя
Moderate 

(NIHSS 8-12)

Тяжелая
Severe 

(NIHSS > 12)

Количество (n)
Number (n) 61 16 (26,2%) 15 (24,6%) 30 (49,2%)

Возраст, лет
Age, years
Me (min-max)

68 (40-80) 66 (40-80) 65 (54-77) 70 (53-80)

Пол (муж/жен)
Sex (male/female) 32/29 10/6 5/10 17/13 

NIHSS
Me (min-max) 12 (5-26) 6 (5-7) 11 (8-12) 17 (13-26)

Неблагоприятный 3-мес. исход (n)
Adverse 3-month outcome (n) 22 (36,1%) 1 (6,3%) 5 (33,3%) 16 (53,3%)
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и НЛИ (rS = 0,37; p = 0,003). Таким образом, тя-
жесть ИИ была сопряжена с выраженностью вос-
палительной реакции.

Оценка в периферической крови субпопуля-
ций Т-клеток выявила достоверное 2-кратное 
возрастание у больных относительного содержа-
ния CD4+Т-клеток с высокой экспрессией CD25 
и выраженное снижение CD4+Т-клеток с внутри-
клеточным содержанием IFNγ. Соответственно, 
индекс соотношения CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi 
у пациентов был практически в 8 раз ниже, чем 
у здоровых доноров. Анализ взаимосвязи между 
CD4+IFNγ+ и CD4+CD25hiТ-клетками, а также 
этих субпопуляций с выраженностью воспали-
тельной реакции в целом по группе не выявил 

значимых корреляционных зависимостей. В то 
же время у пациентов со среднетяжелым и тяже-
лым инсультом (NIHSS ≥ 8) относительное коли-
чество CD4+IFNγ+Т-клеток находилось в обрат-
ной взаимосвязи с долей CD4+CD25hiТ-клеток 
(rS = -0,47; p = 0,007; n = 31). Кроме того, в этой 
подгруппе больных обнаруживались значимые 
корреляционные взаимосвязи между уровнем 
и соотношением CD4+IFNγ+ и CD4+CD25hiТ-
клеток с маркерами системной воспалитель-
ной реакции (табл. 3). Так, между количеством 
CD4+CD25hiТreg и показателями воспаления 
(СРБ и НЛИ) выявлялась обратная зависимость, 
тогда как доля CD4+IFNγ+Тh1 и CD4+IFNγ+/
CD4+CD25hi индекс прямо коррелировали с кон-

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ ВОСПАЛЕНИЯ И УРОВЕНЬ CD4+IFNγγ+ И CD4+CD25hiТ-КЛЕТОК У ПАЦИЕНТОВ С РАЗЛИЧНОЙ 
ТЯЖЕСТЬЮ ИНСУЛЬТА

TABLE 2. INFLAMMATORY INDICATORS AND LEVEL OF CD4+IFNγ+ AND CD4+CD25hiT CELLS IN PATIENTS WITH VARIOUS 
STROKE SEVERITY

Параметры
Parameters

Доноры
Donors
(n = 20)

Пациенты
Patients
(n = 61)

Степень тяжести инсульта
Stroke severity

Легкая
Mild

(NIHSS ≤ 7)

Средняя
Moderate

(NIHSS 8-12)

Тяжелая
Severe

(NIHSS > 12)

Лейкоциты
(× 109/л)
Leukocytes
(× 109/l)

6,1
(5,2-6,7)

9,4*
(8,1-11,9)

8,5*
(5,8-10,1)

9,0*
(7,2-11,2)

9,8* #

(8,6-13,8)

НЛИ
NLR

1,87
(1,4-2,9)

5,0*
(3,0-7,9)

3,7*
(2,3-5,8)

4,6*
(2,5-9,7)

8,5* #

(4,2-10,1)

СРБ (мг/л)
CRP (mg/l)

2,1
(1,7-4,7)

30,3*
(16,7-69,0)

17,6*
(11,0-30,9)

20,4*
(11,1-59,1)

41,7* #

(21,1-103,8)

CD4+IFNγγ+ (%) 15,1
(4,3-29,0)

3,1*
(1,0-5,8)

2,9*
(1,5-5,4)

3,1*
(0,9-6,8)

3,1*
(0,9-5,8)

CD4+CD25hi (%) 1,0
(1,0-1,2)

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

1,8*
(1,6-3,0)

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

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

Индекс CD4+IFNγγ+/
CD4+CD25hi

CD4+IFNγ+/
CD4+CD25hi ratio

11,8
(4,3-24,2)

1,5*
(0,57-3,70)

1,4*
(0,85-3,20)

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

1,6*
(0,5-6,5)

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона (в скобках); * pU < 0,05 – 
достоверность различий с донорами; # pU < 0,05 – достоверность различий с больными легкой степени тяжести 
(U-критерий Манна–Уитни); НЛИ – нейтрофильно-лимфоцитарный индекс.
Note. Data are presented as median and interquartile range (in brackets); * pU < 0.05, the significance of differences compared 
with donors; # pU < 0.05, the significance of differences compared with mild stroke severity patients (Mann–Whitney U test); NLR – 
neutrophil-lymphocytes ratio.
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ТАБЛИЦА 3. КОРРЕЛЯЦИОННАЯ ВЗАИМОСВЯЗЬ МЕЖДУ УРОВНЕМ И СООТНОШЕНИЕМ CD4+IFNγ+ И CD4+CD25hiТ-
КЛЕТОК С МАРКЕРАМИ ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ОТВЕТА У БОЛЬНЫХ СО СРЕДНЕТЯЖЕЛЫМ И ТЯЖЕЛЫМ ИНСУЛЬТОМ 
(n = 31)

TABLE 3. CORRELATION BETWEEN THE LEVEL AND RATIO OF CD4+IFNγ+ AND CD4+CD25hiT CELLS WITH INFLAMMATORY 
RESPONSE MARKERS IN PATIENTS WITH MODERATE AND SEVERE STROKE (n = 31)

Параметры
Parameters

НЛИ
NLR

СРБ (мг/л)
CRP (mg/l)

CD4+CD25hiТreg (× 106/л)
CD4+CD25hiТreg (× 106/l) r = -0,44; p = 0,0008 r = -0,36; p = 0,02

CD4+IFNγγ+Тh1 (%) r = 0,36; p = 0,047 r = 0,55; p = 0,0014

Индекс CD4+IFNγγ+/CD4+CD25hi

CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi ratio r = 0,33; p = 0,07 r = 0,53; p = 0,002

Примечание. r – коэффициент корреляции Спирмена.
Note. r, Spearman rank order correlations.

ТАБЛИЦА 4. ЗНАЧИМОСТЬ АНАЛИЗИРУЕМЫХ ПАРАМЕТРОВ В РАННЕМ ПРОГНОЗЕ НЕБЛАГОПРИЯТНОГО 
3-МЕСЯЧНОГО ИСХОДА ИНСУЛЬТА (ROC-АНАЛИЗ)

TABLE 4. SIGNIFICANCE OF THE ANALYZED PARAMETERS IN THE EARLY PROGNOSIS OF ADVERSE 3-MONTH STROKE 
OUTCOME (ROC-ANALYSIS)

Параметр
Parameter AUC p SN (%) SP (%)

NIHSS > 14,5 0,72 0,01 62 57

СРБ > 41,7 мг/л
CRP > 41.7 mg/l 0,72 0,08 67 74

НЛИ > 5,3
NLR > 5.3 0,70 0,025 71 65

Индекс CD4+IFNγγ+/CD4+CD25hi > 1,19 
CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi ratio > 1.19 0,75 0,02 73 67

Индекс CD4+IFNγγ+/CD4+CD25hi + NIHSS
CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi ratio + NIHSS 0,82 0,03 79 75

Примечание. AUC – площадь под кривой: р – значимость теста; SN – чувствительность; SP – специфичность.
Note. AUC, area under the curve: p, significance of the test; SN, sensitivity; SP, specificity.

центрацией СРБ и уровнем НЛИ. При этом тя-

жесть инсульта по шкале NIHSS не коррелировала 

ни с содержанием CD4+IFNγ+Т-клеток (r = 0,13; 

p = 0,5; n = 31), ни с соотношением CD4+IFNγ+ 

и CD4+CD25hiТ-клеток (r = 0,13; p = 0,49; n = 31). 

Таким образом, содержание CD4+IFNγ+Т-клеток 

и их соотношение с CD4+CD25hiТreg было ассо-

циировано именно с выраженностью воспали-
тельного ответа.

Чтобы проанализировать возможную вза-
имосвязь циркулирующих CD4+IFNγ+ и 
CD4+CD25hiТ-клеток и их соотношения с ис-
ходом инсульта, было проведено сравнительное 
исследование этих показателей в подгруппах 
больных с благоприятным (mRs ≤  3) и неблаго-
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Рисунок 1. Относительное содержание и соотношение CD4+IFNγγ+ и CD4+CD25hiТ-клеток в группах пациентов, 
оппозитных по 3-месячному исходу инсульта
Примечание. Данные представлены в виде медианы, интерквартильного диапазона и диапазона минимальных-максимальных 
значений. * – pU < 0,05 (U-критерий Манна–Уитни).
Figure 1. Percentage and ratio of CD4+IFNγ+ and CD4+CD25hiT cells in patients opposed to a 3-month stroke outcome
Note. The data are presented as the median, interquartile range, and the range of minimum-maximum values. *, pU < 0.05 (Mann–Whitney U test).

Рисунок 2. Значимость индекса CD4+IFNγγ+/CD4+CD25hi в качестве монопредиктора (А) и в комбинации с NIHSS (Б) 
в раннем прогнозе 3-месячного неблагоприятного исхода инсульта (ROC-анализ) 
Figure 2. Significance of CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi ratio as monopredictor (A) and in combination with NIHSS (B) in the early 
prognosis of adverse 3-month stroke outcome (ROC-analysis)

приятным (mRs  >  3) 3-месячным исходом. По-
скольку неблагоприятные исходы развивались 
преимущественно у пациентов с ИИ средней и 
тяжелой степени тяжести, анализ проводился в 
группе пациентов с NIHSS ≥ 8. Неблагоприятные 

исходы в этой группе регистрировались практи-
чески у половины пациентов (n = 21/45), включая 
10 случаев летального исхода (28-сут. летальность) 
и 11  – грубой инвалидизации. По сравнению с 
донорами обе группы характеризовались однона-
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правленными изменениями (рис. 1), в частности 
возрастанием доли CD4+CD25hi и снижением от-
носительного содержания CD4+IFNγ+Т-клеток. 
Тем не менее пациенты с благоприятными ис-
ходами характеризовались большей выражен-
ностью указанных изменений. В результате от-
носительное содержание CD4+CD25hiТ-клеток в 
группе с благоприятным исходом было выше (на 
уровне тенденции), а содержание CD4+IFNγ+Т-
клеток – достоверно ниже, чем в группе с небла-
гоприятным исходом. Соответственно, индекс 
CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi в группе с неблагопри-
ятным исходом 4-кратно превышал аналогичный 
показатель в группе с хорошим неврологическим 
восстановлением (рU < 0,05). 

Полученные данные позволили пред-
положить, что соотношение CD4+IFNγ+ и 
CD4+CD25hiТ-клеток может являться прогности-
ческим биомаркером и использоваться для ран-
ней оценки риска неблагоприятного исхода. Что-
бы проверить это предположение, был проведен 
ROC-анализ. Параллельно с индексом соотноше-
ния CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi мы также оценили 
прогностическую значимость ряда других клин-
ко-лабораторных показателей  – NIHSS, СРБ и 
НЛИ (табл. 4). Площадь под ROC-кривой (AUC) 
для индекса CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi составила 
0,75, соответствуя хорошему качеству прогноза, 
и при значении индекса > 1,19 неблагоприятный 
исход прогнозировался с чувствительностью 73% 
и специфичностью 67% (табл. 4, рис. 2А).

Характерно, что оценка NIHSS, СРБ и НЛИ 
в качестве монопредикторов исхода (табл. 4) ха-
рактеризовалась меньшей прогностической зна-
чимостью  – площадь под ROC-кривой варьи-
ровала от 0,7 до 0,72. В то же время комбинация 
индекса CD4+IFNγ+/CD4+CD25hi с NIHSS улуч-
шала качество прогноза до уровня «очень хоро-
шего». В этом случае площадь под кривой была 
0,82, и неблагоприятный исход прогнозировался 
с чувствительностью 79% и специфичностью 75% 
(рис. 2Б). 

Обсуждение
Проведенные в настоящей работе исследова-

ния показывают, что тяжесть ИИ ассоциирована 
с более выраженной воспалительной реакцией. 
Это подтверждается возрастанием показателeй 
системного воспалительного ответа (лейкоци-
тоза, НЛИ и уровня СРБ) и частоты неблаго-
приятных исходов по мере утяжеления инсульта 
и хорошо согласуется с данными литературы [1]. 
Индуцированный ишемическим повреждением 
иммунный ответ лежит в основе локального и 
системного воспаления и является важнейшим 
патогенетическим звеном церебрального ин-
сульта [12]. Умеренная воспалительная реакция 

необходима для ограничения очага поврежде-
ния, защиты от патогенов и активации репара-
тивных процессов. В то же время избыточное 
воспаление приводит к дополнительному по-
вреждению нервной ткани и является причиной 
постинсультной иммуносупрессии, обусловли-
вающей инфекционные осложнения и ассоции-
рованную с ними летальность [6, 16]. Поскольку 
различные субпопуляции Т-клеток вовлечены в 
модуляцию воспалительной реакции [2, 4], ба-
ланс Т-клеток, усиливающих и подавляющих 
воспалительную реакцию, может быть биомар-
кером тяжести инсульта, выраженности воспа-
лительного ответа и эффективности неврологи-
ческого восстановления. 

Действительно, полученные результаты по-
казали, что развитие системной воспалительной 
реакции в первые 24-48 ч после ИИ сопровожда-
ется выраженными изменениями в содержании 
и балансе Т-клеток с регуляторной активностью, 
в частности снижением клеток с фенотипом Th1 
(CD4+IFNγ+) и возрастанием Т-клеток с фено-
типом Тreg (CD4+CD25hi). Увеличение в цир-
куляции Тreg в остром пероде ИИ согласуется 
с данными других авторов, интерпретирующих 
указанные изменения в качестве протективно-
го механизма [9, 18]. Выявленная нами прямая 
взаимосвязь CD4+IFNγ+Т-клеток с уровнем СРБ 
и НЛИ и обратная зависимость с количеством 
CD4+CD25hi+Т-клеток свидетельствуют о воз-
можном участии этих субпопуляций, соотве-
ственно, в позитивной и негативной регуляции 
системного воспалительного ответа. Кроме того, 
обнаруженная обратная взаимосвязь между со-
держанием CD4+CD25hi и CD4+IFNγ+Т-клеток 
позволяет полагать, что CD4+CD25hiТreg в остром 
периоде ИИ способны подавлять Th1 ответ. 

Важным результатом настоящего исследова-
ния является также выявление различий в со-
держании CD4+IFNγ+ и CD4+CD25hi+Т-клеток, у 
пациентов, оппозитных по 3-месячному исходу. 
Так, пациенты с неблагоприятным исходом от-
личаются от оппозитной группы более высоким 
содержанием CD4+IFNγ+Т-клеток, меньшим ко-
личеством CD4+CD25hi+Т-клеток и 4-кратно бо-
лее высоким индексом соотношения этих клеток. 
Полученные данные являются еще одним аргу-
ментом в пользу негативной роли CD4+IFNγ+Т-
клеток и позитивной роли CD4+CD25hiТ-клеток 
в остром периоде ИИ. Следует отметить, что 
данные об изменениях IFNγ продуцирующих 
CD4+Т-клеток в первые дни после ИИ у чело-
века отсутствуют. Поэтому обнаруженные нами 
изменения в содержании этих клеток, а также их 
взаимосвязь с системным воспалением и исхо-
дами являются новыми фактами. В эксперимен-
тальной модели окклюзии среднемозговой арте-
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рии показано, что продуцируемый в селезенке 
IFNγ усиливает вторичное повреждение нервной 
ткани за счет повышения экспрессии в голов-
ном мозге провоспалительного белка IP-10. При 
этом снижение концентрации IFNγ с помощью 
IFNγ-нейтрализующих антител уменьшает объем 
ишемического поражения мозга и улучшает не-
врологическое восстановление [14]. Результаты 
настоящего исследования у человека также сви-
детельствуют о возможной негативной роли IFNγ 

в остром периоде ИИ. Кроме того, выраженные 
различия в индексе соотношения CD4+IFNγ+ и 
CD4+CD25hiТ-клеток в группах с оппозитными 
исходами свидетельствуют о значении данного 
показателя в качестве потенциального предикто-
ра при оценке риска неблагоприятного исхода. 
Действительно, проведенный RОС-анализ пока-
зал «хорошее» качество прогноза неблагоприят-
ного 3-месячного исхода, основанного на оценке 
соотношения CD4+IFNγ+ и CD4+CD25hiТ-клеток 
в качестве монопредиктора, и «очень хорошее» 

качество прогноза при комбинации данного по-
казателя с баллом NIHSS. 

Прогнозирование исходов инсульта имеет 
большое значение для оптимизации программ 
лечения и развития персонифицированных под-
ходов к терапии [8]. Наиболее часто для оцен-
ки прогноза в мировой практике используется 
шкала NIHSS. Тем не менее данная шкала не 
позволяет с высокой долей вероятности оцени-
вать риски неблагоприятного исхода у отдельных 
больных. Поэтому поиск новых биомаркеров в 
качестве монопредикторов или в дополнении к 
шкале NIHSS представляется перспективным 
направлением исследований [17]. Согласно по-
лученным нами данным, таким биомаркером мо-
жет быть соотношение клеток с фенотипом Th1 
и Treg и комбинация этого индекса с NIHSS. Од-
нако корректная валидация предложенной про-
гностической модели требует дальнейших иссле-
дований на большей выборке. 
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ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ В ОЦЕНКЕ 
ХРОНИЧЕСКОГО БОЛЕВОГО СИНДРОМА
Мягкова М.А.1, Петроченко С.Н.1, Орлова Е.А.1, Крылов А.С.1, 
Мосейкин И.А.2
1 ФГБУН «Институт физиологически активных веществ» Российской академии наук, г. Черноголовка, 
Московская обл., Россия  
2 ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Хроническая боль в организме человека остается сложной задачей для диагностики. Она 
проявляется многокомпонентными симптомами и приводит к нарушению регуляции многих био-
химических систем. Для оценки боли перспективными являются методы, основанные на измере-
нии факторов нейрогуморальной регуляции, принимающих участие в передаче болевого сигнала. 
К ним относятся иммунологические показатели, такие как естественные антитела (е-Ат), которые 
могут специфически взаимодействовать с эндогенными биорегуляторами болевого импульса (ЭБ), в 
частности с серотонином, дофамином, и модулировать процесс развития боли. Метаболизм антител 
характеризуется более длительной циркуляцией в кровотоке по сравнению с самими ЭБ. Поэтому 
содержание е-Ат к ЭБ отражает долговременные изменения в организме при развитии хронической 
боли. Выявление взаимосвязи их уровня с динамикой процесса лечения позволит установить прогно-
стическую роль иммунологических показателей в объективизации болевого статуса пациентов. 

В работе обследовано 136 больных (70 женщин и 66 мужчин) с хроническим болевым синдромом. 
Пациентам проводили определение е-Ат к дофамину, серотонину и опрос по визуально-аналоговой 
шкале для оценки интенсивности боли. Измерение показателей выполняли в динамике на 1-й,10-й и 
21-й день лечения. 

В результате исследования установлено значимое снижение интенсивности боли на 63% у женщин 
и на 71% у мужчин. Уровни е-Ат для пациентов, поступивших на лечение, изначально были определе-
ны в основном как повышенные и высокие. Динамика изменения е-Ат имела разнонаправленный ха-
рактер. На 21 день выявлено увеличение встречаемости нормальных уровней е-Ат к серотонину у 52% 
женщин и у 59% мужчин. Содержание е-Ат к дофамину в этот период регистрировали на нормальном 
уровне у 56% женщин, а для 50% мужчин он оставался на повышенном уровне и у 17% – высоком.

Таким образом, обследование пациентов с ХБС показало, что на фоне проводимой терапии про-
исходит снижение интенсивности боли, а антитела к регуляторам боли продолжают циркулировать 
в повышенных концентрациях. Вероятно, поддержание организмом патологически повышенных 
уровней е-Ат к ЭБ, отражающих содержание самих ЭБ, способствует пролонгации ХБС. Мониторинг 
индивидуального профиля иммунологических показателей е-Ат к ЭБ у пациентов может иметь про-
гностическое значение для выбора эффективной, персональной лечебной программы. 

Ключевые слова: хронический болевой синдром, серотонин, дофамин, естественные антитела, иммуноферментный анализ
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IMMUNOLOGICAL INDEXES IN EVALUATION OF CHRONIC 
PAIN SYNDROME
Мyagkova M.A.a, Petrochenko S.N.a, Orlova E.A.a, Krylov A.S.a, 
Moseykin I.A.b
a Institute of Physiologically Active Substances, Chernogolovka, Moscow Region, Russian Federation  
b Russian Medical Academy of Continuous Professional Education, Moscow, Russian Federation

Abstract. Chronic pain in humans remains a challenge for diagnosis. It manifests itself as multicomponent 
symptoms and leads to dysregulation of many biochemical systems. The approaches based on measuring the 
neurohumoral factors regulating transmission of a pain signal, are promising for the pain evaluation. These 
include immunological parameters, such as natural antibodies (e-At), which can specifically interact with 
endogenous bioregulators of pain impulse (EB), especially, with serotonin, dopamine, and modulate the 
process of pain development. Antibody metabolism is characterized by longer circulation in the bloodstream as 
compared to EB. Therefore, the content of e-At to EB reflects long-term changes in the body upon development 
of chronic pain. Detection of relationships between their level and the course of treatment will allow us to 
establish the prognostic role of immunological parameters in objective assessment of pain status of patients. 

The study included 136 patients (70 women and 66 men) with chronic pain syndrome. The patients were 
subjected to assays of e-At to dopamine, serotonin, and a survey using a visual analogue scale, in order to assess 
the intensity of pain. The indexes were measured in the course of treatment (1st, 10th , and 21st days).

As a result, a significant decrease in pain intensity was found in 63% of women and in 71% of males. E-At 
levels in patients admitted for treatment were initially mostly elevated and high. The dynamics of e-At change 
was multidirectional. On the day 21, an increase in the occurrence of normal levels of e-At to serotonin was 
detected in 52% of women and in 59% of men. The content of e-At to dopamine in this period was recorded 
at a normal level in 56% of women, however, being increased in men (50% of cases), with high levels in 17% of 
males.

Thus, examination of patients with CHD showed that, against the background of ongoing therapy, pain 
intensity decreases, and antibodies to pain mediators may continue to circulate at elevated concentrations. It 
is likely that the body maintains pathologically elevated levels of e-At to EB, reflecting the content of EB itself, 
contributes to prolongation of CHD. Monitoring individual profile of the immunological parameters of e-Ab 
to EB in patients may have prognostic value for choosing an effective, personalized treatment program.

Keywords: chronic pain syndrome, serotonin, dopamine, natural antibodies, enzyme immunoassay

Введение
Боль выполняет важную сигнальную функ-

цию в организме, предупреждая о внешнем или 
внутреннем воздействии повреждающего фак-
тора. Однако во многих случаях действие боли 
становится патогенным, как, например, при 
появлении хронической боли. В такой ситуа-
ции происходят значительные нейрохимические 
сдвиги [19]. Хроническим болевым синдромом 
(ХБС) страдает значительная часть мирового на-
селения [21, 22]. Число пациентов в России с хро-
нической болью в спине, обращающихся за ме-
дицинской помощью, составляет 53% [16]. ХБС 
является деструктивным сигналом организма, 
имеющим множество проявлений, включая ней-
ро-иммуно-эндокринную дизрегуляцию. Моле-
кулярные механизмы процессов хронизации и 
развития ХБС остаются малоизученными  [25]. 
Для качественной терапии ХБС необходимы 
более глубокое понимание и оценка психоэмо-
ционального состояния пациента, а также соз-
дание новых способов объективной диагностики 

боли. Это позволит отслеживать динамику боле-
вого синдрома, эффективность лечебного про-
цесса  [17, 24]. Наиболее известными являются 
биохимические методы контроля, включающие 
измерение уровня болевых или противоболевых 
медиаторов. Их определение проводят, как пра-
вило, с помощью измерения концентрации не-
посредственно самого эндогенного биорегуля-
тора (ЭБ) [1, 23]. Однако быстрый метаболизм 
молекул ЭБ ограничивает их выбор в качестве 
объективного критерия долгосрочной оценки 
развития болевого синдрома. В генезе хрониче-
ской боли на первый план выходят изменения в 
центральной нервной системе, вызванные дли-
тельным непрекращающимся потоком болевой 
импульсации от поврежденного органа [1]. Этот 
процесс сопровождается нейроиммунным взаи-
модействием, основанным на связи механизмов 
регуляции болевой чувствительности и работой 
иммунокомпетентных клеток организма [4, 12].
Из литературных данных известно, что развитие 
ряда заболеваний сопровождается изменени-
ем факторов гуморального иммунитета, касаю-
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щихся продукции естественных антител (е-Ат), 
специфичных к ЭБ боли [6, 13]. Для хронической 
боли характерно снижение активности антино-
цицептивной системы из-за прогрессирующего 
истощения в ЦНС нейромедиаторов, таких как 
норадреналин, серотонин и дофамин [9]. Эти 
изменения отражаются в продукции (е-Ат). На 
моделях экспериментальных животных показа-
но образование аутоантител к норадреналину [8], 
серотонину [7]. Антитела вызывают различный 
эффект в зависимости от вида патологической 
боли. Образование антител к ряду эндогенных 
регуляторов боли обнаружено и у пациентов с 
дорсалгиями различного генеза [5, 11]. Определе-
ние факторов нейрогуморальной регуляции, уча-
ствующих в передаче болевого сигнала, является 
перспективной основой для разработки диагно-
стического метода объективизации боли. Содер-
жание е-Ат отражает долговременные изменения 
в организме при развитии хронической боли.

Цель работы заключалась в определении уров-
ня естественных антител к биогенным аминам 
(серотонину и дофамину) у пациентов, страда-
ющих хроническим болевым синдромом, вы-
явлении взаимосвязи изменения их уровня в 
динамике процесса лечения, установление про-
гностической роли данных показателей в объек-
тивизации болевого статуса пациентов

Материалы и методы
Проведено обследование 136 больных (70 жен-

щин и 66 мужчин) с ХБС в возрасте от 20 до 72 лет 
(средний возраст 53,47+2,8 года). Все пациенты 
подписали информированное согласие на уча-
стие в исследовании и обработку персональных 
данных.

Критерии включения: верифицированный 
диагноз «хроническая дорсалгия пояснично-
крестцового отдела». Основная жалоба пациен-
тов – это выраженная боль в поясничном отделе 
позвоночника давящего характера, усиливаю-
щаяся при физической нагрузке. Субъективный 
уровень боли исследовали с помощью визуально-
аналоговой шкалы (ВАШ). На отрезке прямой с 
10 делениями больные отмечали интенсивность 
боли. Ноль соответствовал полному отсутствию 
боли, слабая боль – 0-2 балла, умеренная боль – 
2,1-4 балла, сильная боль  – 4,1-6 баллов, силь-
нейшая боль – 6,1-8 баллов, невыносимая боль – 
8,1-10 баллов. 

Для проведения иммунохимических иссле-
дований применяли твердофазный метод ИФА 
определения антител к серотонину, дофамину, 
в сыворотке крови человека, который вклю-
чает следующие этапы: иммобилизацию ком-
плекса синтетического антигена, состоящего из 
коньюгата-гаптена производного серотонина, 
дофамина с полимерным носителем на поли-
стирольном планшете. Связывание указанного 

выше антигена со специфическими антителами 
анализируемого образца. Выявление образовав-
шегося иммунного комплекса с помощью анти-
видовых антител, меченных пероксидазой хрена. 
Измерение ферментативной активности в об-
разовавшемся иммунном комплексе. Для про-
ведения ИФА использовали «Набор реагентов 
для иммуноферментного определения антител 
к эндогенным биорегуляторам в сыворотке кро-
ви «АДИМУСТАТ®» (ФСР 2010/08813) (произ-
водство «Дианарк»). Синтез конъюгированных 
антигенов и условия проведения анализа выпол-
няли в соответствии с разработанной нами ранее 
схемой [14]. 

Забор образцов крови для анализа (5 мл) осу-
ществляли у всех пациентов при поступлении в 
стационар на госпитализацию. Для получения 
сыворотки пробирки с образцами центрифуги-
ровали в течениие 5 мин при 3000 об/мин (цен-
трифуга CentrifugeCM-6M, “ELMILtd”, Латвия). 
Далее образцы крови хранили при температуре 
-20 °С до момента тестирования. 

Измерение всех показателей проводили в пер-
вый день госпитализации, в середине курса (на 
10-й день) и при завершении лечения (21-й день).

Для установления различий и изучения дина-
мики содержания е-Ат к ЭБ пациентов разделили 
на группы в зависимости от значения показате-
ля оптической плотности (ОП). Группе «норма» 
соответствовал интервал значений ОП равной 
Хср±σ. Группе с повышенным содержанием 
е-Ат соответствовал интервал показателей ОП от 
(Хср+σ) до (Хср+3σ). В группу с пониженным 
содержанием е-Ат вошли пациенты, имеющие 
показатель ОП ниже (Хср-σ), а группа с высоким 
содержанием е-Ат состояла из пациентов со зна-
чением ОП выше (Хср+3σ). 

Статистическую обработку результатов осу-
ществляли в программе Statistica 6.0. Оценку 
эмпирических распределений полученных ре-
зультатов проводили с использованием критерия 
нормальности. При нормальном распределении 
значимость различий данных в обследуемых груп-
пах пациентов определяли с помощью t-критерия 
Стьюдента. Для распределений данных, имею-
щих отличия от нормального, применяли табли-
цы сопряженности с использованием критерия 
χ2. Различия между обследованными группами 
пациентов считали статистически значимыми 
при р < 0,05. 

Результаты
Основным показателем эффективности ле-

чения ХБС является снижение интенсивности 
боли. Мониторинг интенсивности боли проводи-
ли методом опроса, в котором пациенты оцени-
вали уровень ощущаемой ими боли по визуально-
аналоговой шкале (ВАШ) в начале, середине и в 
конце лечения. В процессе лечения установлено 
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снижение числа пациентов с высокими баллами 
по ВАШ и увеличивается их количество с низ-
кими баллами, как в группах мужчин, так и жен-
щин. Наибольшая разница в гендерных группах 
отмечена в конце лечения. Об отсутствии боли (0 
баллов) к концу лечения сообщили 40% женщин 
и 53% мужчин.

Проведено определение содержания е-Ат к 
серотонину и дофамину в группах пациентов 
мужчин и женщин с ХБС в динамике лечения 
(рис. 1, 2).

По результатам ИФА для е-АТ к серотонину и 
дофамину установлено, что уже в начале обследо-
вания их содержание было выше нормы у боль-
шинства пациентов, как мужчин, так и женщин. 
Показатели находились в диапазоне повышен-
ных или высоких значений.

Анализ обобщенных данных по относитель-
ному содержанию антител каждой специфично-
сти внутри гендерного профиля, а также динами-
ки их изменения в процессе лечения выявил ряд 
особенностей. У женщин в 1 день обследования 
обнаружено повышенное содержание е-Ат к се-
ротонину и дофамину в среднем для 47-56% па-
циентов. Высокий уровень е-Ат к серотонину 
обнаружен у 29% пациентов этой группы, в то 
время как высокое содержание антител к дофа-
мину встречалось только у 2,5% женщин.

У 50% мужчин в среднем по группе встреча-
лись повышенные уровни антител к дофамину и 
серотонину, а у 30% обнаружено высокое содер-
жание е-Ат к серотонину, по сравнению с 10% 

пациентов, имеющих высокий уровень е-Ат к до-
фамину. 

Обнаружены различия профилей е-Ат к био-
генным аминам в группах мужчин и женщин. Со-
держание е-Ат к дофамину у женщин более сдви-
нуто в сторону повышенных (54%) и нормальных 
значений (39%), а у мужчин – в сторону высоких 
(12%) и повышенных (52%). При этом е-Ат к се-
ротонину у мужчин встречались с одинаковой ча-
стотой (33%), у женщин преобладали повышен-
ные уровни (46%) над высокими (29%).

Анализ динамики изменения уровней е-Ат в 
процессе лечения представлен в таблицах 1 и 2.

Обсуждение 
В настоящее время в литературе появляется 

все больше данных о важной роли антител как 
участников нейроиммунных взаимодействий [6, 
20, 15]. В частности, изучается вклад е-Ат к ЭБ 
в регуляцию острого и хронического болевого 
синдрома. Установлено, что при активной имму-
низации животных, антитела, образующиеся к 
катехоламинам, способствуют усилению и про-
лонгации боли [3, 8]. У человека роль антител 
в регуляции болевых состояний изучена мало. 
Нами проведено исследование содержания е-Ат 
к биогенным аминам (серотонину и дофамину) у 
пациентов с болью в спине в период обострения. 
Анализ полученных в работе данных проводили 
раздельно для группы мужчин женщин, с целью 
выявления возможной связи исследуемых пока-

Рисунок 1. Распределение пациентов-женщин с ХБС по содержанию е-Ат к серотонину (А) и дофамину (Б) в 1 “а”, 
10 “b”, 21 “c” дни обследования
Примечание. По оси ординат: % пациентов. По оси абсцисс: 1 – количество пациентов с пониженным уровнем антител;  
2 – количество пациентов с нормальным уровнем антител; 3 – количество пациентов с повышенным уровнем антител;  
4 – количество пациентов с высоким уровнем антител на 1, 10 и 21 день исследования.
Figure 1. Distribution of female patients with CHD by the content of e-Ab, serotonin (A) and dopamine (B) on days 1 “а”, 10 “b”,  
21 “c” of the examination
Note. The ordinate axis: % of patients. The abscissa axis represents: 1, the number of patients with a reduced level of antibodies; 2, the number 
of patients with a normal level of antibodies; 3, the number of patients with elevated level of antibodies; 4, the number of patients with high level 
of antibodies on the 1st, 10th and 21st day of the study.
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Рисунок 2. Распределение пациентов-мужчин с ХБС по содержанию е-Ат к серотонину (А) и дофамину (Б) в 1 “а”, 
10 “b”, 21 “c” дни обследования
Примечание. См. примечание к рисунку 1. 
Figure 2. Distribution of male patients with CHD according to the content of e-Ab to serotonin (A) and dopamine (B) on days 1 “а”, 
10 “b”, 21 “c” of the examination
Note. As for Figure 1.

А (A) Б (B)

ТАБЛИЦА 1. ИНДИВИДУАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ ИССЛЕДУЕМЫХ АНТИТЕЛ (ΔΔОП) У ЖЕНЩИН ЧЕРЕЗ 
21 ДЕНЬ ЛЕЧЕНИЯ
TABLE 1. INDIVIDUAL CHANGES IN THE CONTENT OF THE STUDIED ANTIBODIES (ΔOD) IN WOMEN AFTER 21 DAYS 
OF TREATMENT

e-Ат
n-Ab

Количество пациентов, %
Number of patients, %

Изменение уровня е-Ат
Changes in the level of n-Ab

Повысился
Increased

Понизился
Decreased

Не изменился
No change

к серотонину
to serotonin 4% 63% 33%

к дофамину
to dopamine 16% 16% 68%

ТАБЛИЦА 2. ИНДИВИДУАЛЬНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ СОДЕРЖАНИЯ ИССЛЕДУЕМЫХ АНТИТЕЛ (ΔΔОП) У МУЖЧИН ЧЕРЕЗ 
21 ДЕНЬ ЛЕЧЕНИЯ
TABLE 2. INDIVIDUAL CHANGES IN THE CONTENT OF THE STUDIED ANTIBODIES (ΔOD) IN MEN AFTER 21 DAYS OF 
TREATMENT

e-Ат
n-Ab

Количество пациентов, %
Number of patients, %

Уровень е-Aт
Level of the n-Ab

Повысился
Increased

Понизился
Decreased

Не изменился
No change

к серотонину
to serotonin 12% 24% 64%

к дофамину
to dopamine 6% 12% 82%
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зателей и пола. Ранее в ряде работ по болевому 
синдрому были установлены значимые половые 
различия в восприятии боли по психологическим 
и физиологическим показателям [18].

Для сравнительной оценки эффективности 
лечения ХБС использовали общепринятый на 
сегодняшний день метод определения субъек
тивного уровня боли пациентов с помощью 
визуально-аналоговой шкалы. В среднем к концу 
лечения болевой синдром снизился на 63% у 
женщин и 71% у мужчин от исходного уровня. 

Известно, что хроническую боль сопровожда-
ют стресс и эмоциональное напряжение. Они вы-
зывают повышение секреции биогенных аминов 
в крови, которые играют ведущую роль в патоге-
незе болезненных и стрессовых состояний [5, 7]. 
Согласно результатам нашего исследования, со-
держание антител к ЭБ у большинства пациентов 
в начале обследования было выше нормы в обоих 
гендерных группах. Это свидетельствует о том, 
что у данных пациентов уже сформировался дис-
баланс медиаторов, и иммунная система ответила 
на это повышенной продукцией е-Ат к регулято-
рам боли. При анализе данных е-Ат к биогенным 
аминам обнаружена положительная динамика в 
ходе лечения. Так, встречаемость нормального 
содержания е-Ат к серотонину к 21 дню увеличи-
лась на 32% у женщин и на 30% у мужчин. По-
казатели положительной динамики регистриро-
вались более чем у половины пациентов (у 52% 
женщин и 59% мужчин). Этот факт может быть 
связан с уменьшением интенсивности болевой 
импульсации у данных пациентов. С началом ле-
чебных мероприятий отмечается падение уровня 
тревоги и стресса. Проводимая противоболевая 
терапия способствует снижению продукции се-
ротонина в периферических терминалях. 

Нормальные уровни е-Ат к дофамину установ-
лены для 56% женщин. В отличие от этого у муж-
чин е-Ат к дофамину выявлялись в основном на 
повышенном (у 50%) и высоком уровне (у 17%). 
По-видимому, такое распределение связано с ин-
дивидуальной психоэмоциональной реакцией на 
уровень боли и эффективность его купирования. 
Подтверждением тому служат литературные дан-
ные об увеличенной продукции катехоламинов 
при ХБС и снижении их выработки после про-
тивоболевой терапии [22] из-за проявления вы-
раженного психоэмоционального напряжения, 
изначально связанного с хронической болью. 
Кроме того, показано, что в организме пути реа-
лизации ХБС и депрессии объединяются общим 
нейромедиаторным механизмом с участием мо-
лекул катехоламинов [24, 25].

Обобщая вышеизложенное, можно отметить, 
что использование новых иммунологических 
маркеров для оценки боли позволило установить 
при ХБС присутствие дизрегуляции в системе 
биогенных аминов, отражающейся в повышении 

уровня е-Ат к сротонину и дофамину до лечения 
и нормализующейся в процессе проводимой те-
рапии. Установлены отличия профилей е-Ат к 
сротонину и дофамину в зависимости от пола па-
циентов.

Заключение
Таким образом, в результате проведенного ис-

следования установлено, что у пациентов ХБС, 
на фоне проводимой терапии, в крови продолжа-
ют циркулировать антитела к регуляторам боли 
в патологически повышенных концентрациях. 
При этом происходит значительное снижение 
интенсивности боли. В литературе подобное от-
сутствие связи между уровнем боли, его дина-
микой и объективными показателями состояния 
организма все чаще связывают с существенным 
вкладом эмоций в ХБС [24].

Следует отметить, что длительное поддержа-
ние патологически повышенных уровней е-Ат к 
ЭБ может способствовать пролонгации ХБС [19, 
21], составлять риск возникновения новых острых 
состояний и препятствовать выздоровлению, вы-
ражаемому в балансе биорегуляторов и антител к 
ним. В связи с этим важно проводить контроль 
содержания е-Ат к ЭБ у пациентов с хронической 
болью с прогностической точки зрения. Такой 
мониторинг индивидуального профиля Ат к ЭБ 
пациента дает более объективную картину бо-
левого статуса организма, а это, в свою очередь, 
позволяет подбирать более эффективную, персо-
нальную лечебную программу.

Этические нормы
Все исследования проведены в соответствии 

с принципами биомедицинской этики, сфор-
мулированными в Хельсинкской декларации 
1964 года и ее последующих обновлениях, и одо-
брены локальным биоэтическим комитетом Ин-
ститута физиологически активных веществ РАН 
(г. Черноголовка, Московская обл.).
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И ВНУТРИСУСТАВНОГО ПРИМЕНЕНИЯ НПВС И ОЗОНА
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Резюме. Повреждение суставов инициирует асептическое воспаление, которое, являясь самопод-
держивающимся процессом, способствует прогрессирующей посттравматической деструкции тканей 
не только в патологическом очаге, но и за его пределами, значительно расширяя зону дегенеративных 
изменений за счет вторичной альтерации. Одному из ведущих звеньев патогенеза воспаления – се-
кретируемым межклеточным медиаторам-цитокинам – принадлежит ведущая роль в поддержании 
воспалительного процесса и формировании провоспалительного потенциала клеток, что приводит 
к дезорганизации внеклеточного матрикса и прогрессирующей дезинтеграции хряща. В связи с этим 
актуальны вопросы разработки и внедрения новых патогенетических методов лечения посттравма-
тического синовита, которые позволят в ранние сроки ограничить площадь вторичной альтерации 
и активировать репаративные механизмы в очаге повреждения, что улучшит результаты восстано-
вительного периода и повысит эффективность традиционных методов терапии. Многочисленными 
экспериментальными и клиническими исследованиями доказана эффективность и безопасность 
озонотерапии, в том числе при дегенеративных заболеваниях суставов. Несмотря на большой объем 
представленных сведений, освещающих эффективность озонотерапии при суставной патологии, из-
учению особенностей цитокинового профиля при данном методе лечения посттравматического си-
новита посвящено недостаточное количество работ, что подчеркивает перспективность дальнейших 
исследований в этом направлении.

Цель исследования – изучение и оценка влияния внутривенной и внутрисуставной озонотерапии 
в сочетании с внутрисуставным введением ксефокама на показатели цитокиновой сети у больных с 
посттравматическим синовитом. 

Работа основывается на результатах исследования и лечения 69 больных с травматическими по-
вреждениями коленного сустава, осложненными развитием посттравматического синовита. Фор-
мировались 2 исследуемые группы, сопоставимые по объему и характеру травмы сустава. Больные 
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I группы (35 человек) получали комплексное традиционное лечение. Среди обязательных мероприя-
тий выполнялось удаление пунктата синовиально-геморрагического характера из суставной полости 
поврежденного сустава. Консервативная терапия включала НПВС, препараты, улучшающие микро-
циркуляцию, в стандартных дозировках, а также физиотерапевтические методы лечения. У пациен-
тов II группы (34 больных) традиционная терапия дополнялась 10-дневным курсом внутривенной 
озонотерапии, включающей введение 200 мл 0,9% озонированного раствора NaCl в концентрации 
2,0 мг/л ежедневно, наряду с внутрисуставным введением озона концентрацией 5 мг/л в объеме 20 мл 
с интервалом через день, в количестве 5 процедур. Во время выполнения артроскопии производился 
проточно-промывной лаваж сустава озонированным раствором NaCI в концентрации 2,0 мг/л. Озо-
нотерапия сочеталась с трехкратным внутрисуставным введением ксефокама в дозе 8 мг 1 раз в 4 дня. 
На данную технологию лечения получен патент на изобретение (№ 2456988 от 27.07.12 г.). Цитоки-
новый статус пациентов оценивался по содержанию провоспалительных (TNFα, IL-1β, IL-17, IL-6), 
регуляторного (IL-2), противовоспалительных (IL-4, IL-10) цитокинов и рецепторного антагониста 
IL-1β методом твердофазного иммуноферментного анализа с индикаторной меткой в виде перокси-
дазы. Статистический анализ результатов проведен посредством критерия Стьюдента. 

Комплексная терапия, включающая внутривенную и внутрисуставную озонотерапию в сочетании 
с внутрисуставным введением ксефокама способствовала ингибированию воспалительной реакции, 
что отразилось в динамике депрессии исследуемых цитокинов: синхронному снижению уровня про-
воспалительных цитокинов одновременно с ограничением роста концентрации противовоспали-
тельных медиаторов воспаления. Итоговые замеры показали снижение содержания провоспалитель-
ных цитокинов: TNFα на 24,6% (p2 < 0,001), IL-17 – на 17,3% (p2 < 0,01), IL-6 – на 20,1% (p2 < 0,001), 
IL- 1β – на 19,1% (p2 < 0,001), уменьшение уровня регуляторного IL-2 – на 25,7% (p2 < 0,001) и проти-
вовоспалительных цитокинов IL-10 – на 21,3% (p2 < 0,001), IL-4 – на 25,7% (p2 < 0,001), IL-1ra – на 
24,4% (p2 < 0,001), по отношению к данным, полученным при традиционном лечении. 

Полученные результаты позволяют оценивать этот метод как высокоэффективный в лечении 
посттравматического синовита, который способствует подавлению интенсивности воспалительной 
реакции и уменьшению вторичной альтерации тканевых структур сустава, предупреждая прогресси-
рование посттравматического остеоартроза.

Ключевые слова: травма сустава, синовит, воспаление, цитокиновый профиль, ксефокам, озонотерапия
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Abstract. Joint damage initiates aseptic self-sustaining inflammation, which contributes the progression 
of post-traumatic destruction of tissues not only in the pathological focus, but also outside it, significantly 
expanding the zone of degenerative changes due to secondary alterations. One of the leading roles in pathogenesis 
of the inflammation belongs to secreted mediators-cytokines – that impart to the cells the proinflammatory 
potential and promote the long-term inflammation. These effects lead to disorganization of extracellular 
matrix and progressive disintegration of cartilage. In this regard, the development and implementation of new 
pathogenetic treatment methods of post-traumatic synovitis permits to limit the area of secondary alterations 
and activate reparative mechanisms in the lesion from the early terms, thus potentially improving the results 
of rehabilitation treatment and increasing efficiency of conventional therapy in post-traumatic synovitis. 
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Numerous experimental and clinical studies have proven the effectiveness and safety of ozone therapy, e.g., 
in degenerative joint diseases. Despite extensive data highlighting effectiveness of ozone therapy in articular 
pathology, the study of cytokine profile when using this treatment of posttraumatic synovitis was performed 
only in few works, thus emphasizing the prospects for further research in this direction. The study was aimed for 
investigation of cytokine status in the patients with posttraumatic synovitis subjected to intravenous and intra-
articular ozone therapy in combination with intra-articular administration of xefocam.

The work is based on the results of examination and treatment of 69 patients with traumatic injuries of 
the knee joint, complicated by development of post-traumatic synovitis. Two study groups were formed, 
comparable in volume and type of joint injury. The patients from group I (35 cases) received conventional 
combined treatment. Among the mandatory measures, evacuation of a synovial-hemorrhagic punctate was 
performed from the cavity of damaged joint. Conservative therapy included NSAIDs, medications that improve 
microcirculation, at standard dosages, as well as physical therapy. In group II (34 patients), traditional therapy 
was supplemented with a 10-day course of intravenous injectable ozone therapy with 200 ml of NaCl solution 
at a concentration of 2.0 mg/l daily and intra-articular ozone injection at a concentration of 5 mg/l in a volume 
of 20 ml 5 times in a day. During arthroscopy, lavage of the joint cavity was performed with ozonated saline 
solution at a concentration of 2.0 mg/l. The ozone therapy was combined with three intra-articular injections 
of xefocam at a dose of 8 mg, once every 4 days. A patent for the invention was obtained for this treatment 
technology (No. 2456988 of 27.07.12). The cytokine profile was evaluated by the content of Pro-inflammatory 
(TNFα, IL-1β, IL-6, IL-17), regulatory (IL-2), Il-1β receptor antagonist, and anti-inflammatory (IL-4, IL- 10) 
cytokines by solid-phase enzyme immunoassay with an indicator label in the form of peroxidase. Statistical 
analysis of the results was carried out using the Student criterion. Combined therapy of intravenous and intra-
articular ozone therapy in combination with intra-articular injections of xefocam contributed to the inhibition 
of the inflammatory response, which is reflected in the dynamics of depression of the studied cytokines: 
simultaneous reduction of proinflammatory cytokines with the limitation of the growth of anti-inflammatory 
mediators. The final measurements showed a decrease in the content of proinflammatory cytokines: TNFα by 
24.6% (p2 < 0.001); IL-17, by 17.3% (p2 < 0.01); IL-6, by 20.1% (p2 < 0.001); IL-1β, by 19.1% (p2 < 0.001), 
with a decrease in regulatory IL-2 by 25.7% (p2 < 0.001) and anti-inflammatory cytokines IL–10, by 21.3% 
(p2 < 0.001); Il – 4, by 25.7% (p2 < 0.001); IL-1ra, by 24.4% (p2 < 0.001), when compared to the data obtained 
with conventional treatment. The results obtained allow us to evaluate this method as highly effective in the 
treatment of post-traumatic synovitis, thus contributing to suppression of inflammatory response and reduces 
the secondary alteration of joint tissue structures, preventing the progression of post-traumatic osteoarthritis.

Keywords: joint injury, synovitis, inflammation, cytokine profile, xefocam, ozone therapy

Введение
Механическая травма суставов инициирует 

каскад катаболических реакций воспалитель-
ного генеза, реализующихся главным образом 
посредством активации процессов перекисного 
окисления липидов и сопровождающихся повы-
шением концентрации цитокинов как на мест-
ном уровне, так и в системном кровотоке [8, 15]. 
Данные сигнальные молекулы модифицируют 
реактивность тканей и способствуют вовлечению 
в воспалительный процесс неповрежденных пер-
вичной альтерацией тканей, в том числе за счет 
активации лизосомальных ферментов, стимуля-
ции синтеза медиаторов воспаления, повышаю-
щих чувствительность к оксидативному стрессу, 
что в конечном итоге приводит к расширению 
очага вторичной деструкции [4, 6, 12]. 

На фоне длительно сохраняющегося провос-
палительного потенциала тканей сустава про-

исходит значительное снижение репаративных 
процессов, что в конечном итоге приводит к 
дезорганизации внеклеточного матрикса и про-
грессирующей дезинтеграции хряща в совокуп-
ности с другими дегенеративно-дистрофически-
ми внутрисуставными изменениями [9, 11].

В связи с этим актуальны вопросы разработки 
и внедрения новых методов лечения посттрав-
матического синовита, которые позволят корри-
гировать развивающиеся патологические нару-
шения и повысят эффективность традиционных 
методов терапии.

Многочисленными экспериментальными и 
клиническими исследованиями доказана эффек-
тивность и безопасность озонотерапии, которая 
является современной медицинской технологи-
ей с широким спектром неспецифического дей-
ствия при многих широко распространенных 
заболеваниях [13, 17]. Озон оказывает антиги-
поксическое, антибактериальное, противовоспа-
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лительное, иммунокорригирующее, обезболива-
ющее, трофическое и метаболическое действие, 
улучшает микроциркуляцию и реологические 
свойства крови и способствует оптимизации про- 
и антиоксидантных систем организма [16].

Опыт мировой литературы подтверждает не-
оспоримый эффект применения озона в терапев-
тических дозах при дегенеративных заболеваниях 
суставов, как в виде системной терапии  – вну-
тривенной, так и локальной внутрисуставной и 
параартикулярной [1, 10]. При этом подавляю-
щее большинство исследователей в качестве кри-
терия оценки результатов используют улучшение 
субъективных симптомов или же определяемых 
физикально клинических объективных дан-
ных [14]. 

Несмотря на большой объем представленных 
сведений, освещающих эффективность озоноте-
рапии при суставной патологии, изучению осо-
бенностей цитокинового профиля при данном 
методе лечения посттравматического синовита 
посвящено недостаточное количество работ, что 
подчеркивает перспективность дальнейших ис-
следований в этом направлении и определяет 
большую диагностическую значимость оценки 
развивающихся патологических изменений в су-
ставе и эффективности проводимой терапии.

Учитывая механизмы развития острого асеп-
тического посттравматического синовита, пред-
ставляется целесообразным оценить эффек-
тивность озона в сочетании с внутрисуставной 
НПВС-терапией.

Цель работы – исследовать цитокиновый ста-
тус у больных с посттравматическим синовитом 
при внутривенной и внутрисуставной озонотера-
пии в комбинации с внутрисуставным введением 
ксефокама.

Материалы и методы
Представлены результаты открытого исследо-

вания и лечения 69 больных обоих полов с трав-
матическими повреждениями коленного сустава, 
осложненными развитием посттравматического 
синовита в ГБУЗ РМ «МРЦКБ» с 2012 по 2018 г. 
Все больные соответствовали возрастному цен-
зу от 20 до 40 лет, без сопутствующих поврежде-
ний и заболеваний. Наибольшее количество по-
страдавших приходилось на спортсменов и лиц, 
имеющих рабочие специальности. Исследуемые 
пациенты были информированы о проведении 
лечебно-диагностических мероприятий и давали 
на это письменное согласие. Исследования были 
одобрены локальным этическим комитетом Ме-
дицинского института ФГБОУ ВО «МГУ имени 
Н.П. Огарева» (протокол №  44 от 18.11.2012). 

Лица, имеющие соматические эндокринные рас-
стройства, из исследования исключались. Дав-
ность травмы варьировала от одного до семи 
дней. Все больные, которые были включены в 
исследование, имели показания к выполнению 
лечебно-диагностической артроскопии. Тактика 
хирургического вмешательства зависела от ха-
рактера и объема повреждения (табл. 1). 

Сформированы 2 исследуемые группы, кото-
рые были сходны по объему и характеру травмы 
сустава. В I группе (35 больных) проводилось 
традиционное лечение. Среди обязательных 
мероприятий выполнялось удаление пунктата 
синовиально-геморрагического характера из су-
ставной полости поврежденного сустава. С целью 
уменьшения воспаления и достижения анальге-
тического эффекта использовались НПВС (кето-
рол, нимесулид, ксефокам), с целью повышения 
репаративного потенциала тканей  – препараты, 
улучшающие периферическое кровообращение 
(трентал, никотиновая кислота, курантил), а так-
же физиотерапевтические методы лечения (лазе-
ротерапия, УВЧ, СМТ) [3].

Во II группе (34 больных) традиционное ком-
плексное лечение дополнялось 10-дневным кур-
сом внутривенной озонотерапии, включающей 
введение 200 мл 0,9% озонированного раствора 
NaCl в концентрации 2,0 мг/л ежедневно 1 раз 
в сутки. Наряду с внутривенной озонотерапи-
ей проводилось внутрисуставное введение 20 мл 
озона в концентрации 5 мг/л через день, в ко-
личестве 5 процедур [5]. Во время выполнения 
артроскопии производился проточно-промыв-
ной лаваж сустава озонированным 0,9% раство-
ром NaCI в концентрации 2,0 мг/л. Озонотера-
пия дополнялась трехкратным внутрисуставным 
введением ксефокама в дозе 8  мг 1 раз в 4 дня. 
На данную методику лечения получен патент 
на изобретение (№ 2456988 от 27.07.12 г.). В ис-
следованиях использовался озонатор  – АОТ-
Н-01-Арз-01 (г. Арзамас) (сертификационный 
№ РОСС RU. АГ78. Н01324), рекомендованный 
Ассоциацией российских озонотерапевтов для 
использования в медицинских целях. 

Мониторинг результатов исследования про-
водился на 7-8 и 15-17 сутки с момента начала 
лечения.

Исследовались показатели цитокинового 
статуса, а именно: провоспалительные (TNFα, 
IL-1β, IL-17, IL-6), регуляторный (IL-2), проти-
вовоспалительные (IL-4, IL-10) цитокины и ре-
цепторный антагонист IL-1 (IL-1ra). В качестве 
исследуемого материала использовалась сыво-
ротка крови. Замер результатов производился 
методом твердофазного иммуноферментного 
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анализа анализатором Multiscan с применени-
ем набора реагентов фирмы АО «Вектор-Бест» 
(г. Новосибирск). В качестве ферментной инди-
каторной метки применялась пероксидаза. 

Среднестатистические данные биохимиче-
ских показателей, полученные от 20 здоровых 
добровольцев, проходивших профилактическое 
обследование в рамках диспансеризации, были 
приняты за норму. По гендерному и возрастному 
распределению сформированная группа сравне-
ния и исследуемые группы пациентов были со-
поставимы. Лица, вошедшие в группу сравнения, 
давали информированное согласие на участие 
в исследовании. Вычислительный этап и ста-
тистический анализ проводились посредством 
лицензионных программ SPSS-115 for Windows, 
Statistica 6.0

Результаты
При иммуноферментном анализе цитокино-

вого профиля сыворотки крови у обследованных 
больных при поступлении определялся высокий 
уровень цитокинемии. Выявлено наибольшее 
увеличение содержания провоспалительных ци-
токинов TNFα, IL-6, IL-17 по сравнению с кон-
тролем (табл. 1). Показатель IL-1β превышал зна-
чения контрольной группы на 206,5% (р < 0,001). 
Наблюдалось значительное увеличение концен-
трации регуляторного цитокина IL-2 на 345,4% 
(р < 0,001). 

Противовоспалительное звено отреагировало 
на повреждение компенсаторным ростом уров-
ня IL-1ra  – на 139,9% (р  <  0,001), обладающего 
способностью корригировать продукцию IL-1β. 
Отмечалось достоверное повышение концентра-

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА БОЛЬНЫХ В ГРУППАХ С ПОСТТРАВМАТИЧЕСКИМ СИНОВИТОМ 
TABLE 1. CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH POSTTRAUMATIC SYNOVITIS IN GROUPS 

Показатель 
Parameter

I группа 
Group I

II группа 
Group II

Общая характеристика 
General characteristics

Всего (n) 
Total (n) 35 34

Мужчины:Женщины (n) 
Male:Female (n) 23:12 23:11

Возраст (годы) 
Age (years) 22±7 23±6

Распределение больных по социальному положению 
Social status of patients

Рабочие (n) 
Workers (n) 8 (22,9%) 8 (23,53%)

Служащие (n) 
Military (n) 2 (5,71%) 3 (8,82%)

Спортсмены (n) 
Athletes (n) 20 (57,10%) 19 (55,88%)

Студенты (n) 
Students (n) 5 (14,29%) 4 (11,77%)

Клинический диагноз 
Diagnosis

Повреждение суставных поверхностей покровного хряща 
(n)
Damage to the integumentary cartilage (n)

4 3

Повреждение медиального мениска (n)
Damage to the medial meniscus (n) 14 15

Повреждение латерального мениска (n)
Damage to the lateral meniscus (n) 8 7

Повреждение передней крестообразной связки (n)
Damage to the front cruciate ligament (n) 4 5

Повреждение задней крестообразной связки (n)
Damage to the posterior cruciate ligament (n) 1 1
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ции противовоспалительного цитокина IL-4 – на 
288,5% (р  <  0,001). При анализе изменения сы-
вороточной концентрации IL-10, также имею-
щего противовоспалительную направленность, 
выявлено достоверное увеличение его уровня на 
224,0% (р  <  0,001). Интенсивный рост содержа-
ния провоспалительных цитокинов свидетель-
ствует об активации компенсаторных иммунных 
противовоспалительных реакций как механиз-
мов адаптации, возникающих при посттравмати-
ческом синовите.

К 7-8 суткам традиционной терапии содержа-
ние цитокинов в сыворотке крови продолжило 
расти. И на момент мониторинга при сравнении с 
данными, полученными при поступлении, опре-
делялось повышение концентрации провоспали-
тельных цитокинов: TNFα – на 10,4% (р1 < 0,05), 
IL-6 – на 10,4% (р1 < 0,05), рост уровня IL-17 до-
стигал 21,0% (р1  <  0,01) (табл.  2). Наблюдалось 
дальнейшее увеличение содержания противовос-
палительных и регуляторного медиаторов: IL-2 – 
на 11,4% (р1 < 0,05), IL-1ra – на 9,9% (р1 < 0,05), 
IL-4  – на 17,7% (р1  <  0,001). Продолжившийся 

рост цитокинов, по-видимому, связан с прово-
димым оперативным вмешательством, являясь 
проявлением системной воспалительной реак-
ции в ответ на дополнительную альтерацию тка-
ней сустава.

На заключительных этапах традиционного ле-
чения к 15-17 суткам концентрации цитокинов 
TNFα, IL-1β, IL-17, IL-6 и IL-2 уменьшались 
ниже значений, зафиксированных при посту-
плении, однако достоверно от них не отличались 
(р1 > 0,05), знаменуя, таким образом, наметившу-
юся тенденцию к ограничению воспалительного 
процесса. Уровень противовоспалительного ци-
токина IL-4 и рецепторного антагониста IL- 1ra 
в отличие от провоспалительных, напротив, 
продолжил расти на 22,3% (р1  <  0,001) и 15,6% 
(р1 < 0,01) соответственно (табл. 3). Выявленные 
изменения свидетельствуют о хронизации пост-
травматического синовита.

Включение в комплекс лечения курсовой вну-
тривенной и внутрисуставной озонотерапии в со-
четании с внутрисуставным введением ксефока-
ма на 7-8 сутки достоверно не изменило уровень 

ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ ОЗОНОТЕРАПИИ И КСЕФОКАМА НА ДИНАМИКУ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ ПРИ 
ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОМ СИНОВИТЕ (TNFαα, IL-1ββ, IL-17, IL-6) (пг/мл)
TABLE 2. INFLUENCE OF OZONE THERAPY ON THE DYNAMICS OF PROINFLAMMATORY CYTOKINES IN POSTTRAUMATIC 
SYNOVITIS (TNFα, IL-1β, IL-17, IL-6) (pg/ml)

Показатели, пг/мл
Parameter, pg/ml

Провоспалительные цитокины
Proinflammatory cytokines TNFαα IL-1ββ IL-17 IL-6

Норма 
Norma 
(n = 20)

1,20±0,02 3,22±0,08 1,96±0,05 4,87±0,27

До лечения
Before the treatment
(n = 69)

4,51±0,19* 9,87±0,25* 5,81±0,13* 16,24± 0,27*

I группа 7-8 сутки
Group I 7-8 days
(n = 35)

4,98±0,191 10,24±0,301 7,03±0,341 17,93±0,341

I группа 15-17 сутки
Group I 15-17 days
(n = 35)

4,39±0,31* 9,46±0,33* 5,45±0,15* 15,19±0,38*

II группа 7-8 сутки
Group II 7-8 days
(n = 34)

5,18±0,17 9,41±0,19 6,48±0,24 16,71±0,32

II группа 15-17 сутки
Group II 15-17 days
(n = 34)

3,31±0,24* 7,65±0,16* 4,51±0,23* 12,14±0,26*

Примечание. * – достоверность отличия к нормальным величинам при р < 0,05; 1 – достоверность отличия к данным 
при поступлении р1 < 0,05; жирный шрифт – достоверность по отношению к данным I группы лечения при р2 < 0,05.

Note. *, reliability of differences with normal parameters (p < 0,05); 1, reliability of differences with parameter “before the treatment” 
(р1 < 0.05); bold font, reliability of differences with significances of the group I (р2 < 0.05).
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цитокинемии в сыворотке крови относительно 
результатов, полученных при традиционном ле-
чении (p2 > 0,05), за исключением IL-2, который 
снизился на 19,5% (p2 < 0,01) (табл. 3).

На фоне применения озона и ксефокама к 
15-17 суткам в отличие от традиционного ле-
чения происходила синхронная депрессия всех 
пулов цитокинов. В большей степени подавля-
лась секреция регуляторного цитокина IL-2 на 
25,7% (p2 < 0,001). Наблюдалось снижение уров-
ня как провоспалительных  – TNFα на 24,6% 
(p2 < 0,001), IL-6 на 20,1% (p2 < 0,001), IL-17 на 
17,3% (p2 < 0,01), IL-1β на 19,1% (p2 < 0,001), так 
и противовоспалительных цитокинов  – IL-4 на 
25,5% (p2  <  0,001), IL-1ra на 24,4% (p2  <  0,001), 
IL- 10 на 21,3% (p2  <  0,001) относительно значе-
ний, полученных при традиционном лечении 
(табл. 3).

Обсуждение
НПВС в настоящее время являются препара-

тами первой линии комплексной терапии пост-
травматических артритов и синовитов и входят в 
общепринятый стандарт лечения [3]. Реализация 

их эффекта осуществляется за счет ингибирова-
ния ЦОГ с последующим снижением продукции 
простагландинов, подавления провоспалитель-
ных цитокинов, ингибирования синтеза окси-
да азота, свободных радикалов, которые имеют 
большое значение при развитии воспалительной 
реакции и болевого синдрома, характерных для 
посттравматического синовита [4].

Однако после проведенного курса традици-
онной терапии не происходило купирования 
системного воспалительного процесса, что под-
тверждается высоким уровнем цитокинемии к 
концу исследования с тенденцией к снижению 
концентрации оцениваемых медиаторов. Кроме 
того, в структуре цитокинового профиля сохра-
нялся резкий дисбаланс уровней IL-1β и рецеп-
торного антагониста IL-1ra, указывая на нару-
шение регуляторных механизмов цитокиновой 
системы и продолжающуюся деструкцию тканей 
сустава. Активное участие иммунной системы в 
условиях высокого уровня провоспалительных 
медиаторов и в то же время значительного роста 
содержания IL-4 и IL-10 может способствовать 
инициации реакций, лежащих в основе развития 

ТАБЛИЦА 3. ВЛИЯНИЕ ОЗОНОТЕРАПИИ И КСЕФОКАМА НА ДИНАМИКУ ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ  
И РЕГУЛЯТОРНОГО ЦИТОКИНОВ ПРИ ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОМ СИНОВИТЕ (IL-2, IL-1ra, IL-10, IL-4) (пг/мл)

TABLE 3. INFLUENCE OF OZONE THERAPY ON THE DYNAMICS OF ANTI-INFLAMMATORY AND REGULATORY CYTOKINES 
IN POSTTRAUMATIC SYNOVITIS (IL-2, IL-1ra, IL-10, IL-4) (pg/ml)

Показатели, пг/мл
Parameter, pg/ml

Цитокины
Cytokines IL-2 IL-1ra IL-10 IL-4

Норма
Norma 
(n = 20)

2,49±0,03 468,23±18,94 7,34±0,21 2,18±0,05

До лечения
Before the treatment
(n = 69)

11,09±0,31* 1123,09±39,91* 23,78±0,37* 8,47±0,21*

I группа 7-8 сутки 
Group I 7-8 days
(n = 35)

12,35±0,411 1234,74±36,291 24,86±0,43 9,97±0,331

I группа 15-17 сутки
Group I 15-17 days
(n = 35)

11,72±0,18* 1298,84±49,82*1 25,79±0,41* 10,36±0,19*1

II группа 7-8 сутки
Group II 7-8 days
(n = 34)

9,94±0,34 1279,63±38,59 24,92±0,43 9,41±0,271

II группа 15-17 сутки 
Group II 15-17 days
(n = 34)

8,71±0,17* 981,35±42,16* 20,29±0,52* 7,72±0,18*

Примечание. См. примечание к таблице 2.

Note. As for Table 2.
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«вторичного» воспаления, хронизации процесса 
и обуславливающих прогредиентное течение де-
структивно-дегенеративных изменений. 

Следует также отметить, что системное при-
менение НПВС оказывает неблагоприятное 
воздействие на органы кровообращения, ды-
хательной системы и в большей степени на же-
лудочно-кишечный тракт с формированием 
НПВС-гастропатии, преимущественно с пора-
жением слизистой оболочки желудка (чаще его 
антрального отдела), несколько реже  – двенад-
цатиперстной кишки с появлением эрозий и язв, 
осложняющихся желудочно-кишечными крово-
течениями. 

Применение озонотерапии в клинической 
практике связано с его широким спектром фар-
макологической активности. Этот современный 
метод физиотерапии применяется при лечении 
дегенеративно-дистрофических заболеваний су-
ставов. Так, озонотерапия приводит к уменьше-
нию интенсивности боли при гонартрозе, что 
связано с ингибированием катаболических хря-
щевых ферментов и улучшением микроцирку-
ляции и элиминации продуктов, раздражающих 
болевые рецепторы [7]. Введение озоно-кисло-
родной смеси приводит к замедлению распада 
коллагена, значительно тормозит дегенератив-
ные процессы и склерозирование тканей в по-
врежденном суставе [10]. На фоне применения 
внутрисуставной озонотерапии при гонартрозе 
наблюдается нормализация белкового и липид-
ного состава, восстановление антиоксидантного 
потенциала синовиальной жидкости и умень-
шение хронического воспаления суставных тка-
ней  [4]. Доказано улучшение функциональной 
активности, сокращение сроков временной не-
трудоспособности при остеоартрозе коленного 
сустава при параартрикулярном применении 
озонотерапии, что подчеркивает ее клиническую 
и экономическую эффективность [1]. 

Получены данные о повышении эффектив-
ности лечения гонартроза при сочетании вну-
трисуставного введения озона и хондропротекто-
ров [14].

Сочетание НПВС с системной озонотерапи-
ей позволит уменьшить вероятность развития 
гастроэнтерологических осложнений. Это объ-
ясняется гастропротекторным эффектом озона, 
который обусловлен его антихеликобактерным, 
антигипоксическим и противовоспалительным 
действием, улучшением микроциркуляции и 
стимулированием процессов регенерации слизи-
стой оболочки желудка [5]. 

Однако при анализе доступных к изучению 
публикаций нам не встретились источники, в ко-

торых оценивается эффективность внутрисустав-
ного введения НПВС в комбинации с озоном у 
пациентов с посттравматическим синовитом, а 
результаты динамического мониторинга пока-
зателей цитокинового профиля на фоне предло-
женного метода лечения представляют значимую 
научно-практическую ценность.

Проведенные нами исследования показали, 
что применение внутривенной и внутрисуставной 
озонотерапии, в сочетании с внутрисуставным 
введением ксефокама дополнительно к стандарт-
ному лечению, существенно влияла на выработ-
ку цитокинов, вызывая депрессию всех пулов, 
главным образом провоспалительных, при одно-
временном подавлении экспрессии противовос-
палительных. Вследствие этого уменьшается вос-
палительная реакция и реализуется возможность 
ингибирования «вторичной» альтерации тканей 
сустава, что отразилось в раннем купировании 
посттравматического синовита и улучшении 
функционального состояния суставов.

Полученные данные имеют большое приклад-
ное значение в спортивной медицине и реаби-
литологии, поскольку мониторинг показателей 
цитокинового профиля у пациентов с посттрав-
матическим синовитом и ранняя патогенетиче-
ская коррекция выявляемых нарушений пред-
ложенным методом лечения позволят уменьшить 
проявления симптомов посттравматического 
синовита и улучшить результаты восстанови-
тельного лечения. Системное и внутрисуставное 
применение озона и ксефокама может служить 
значимым дополнением к хирургическому ле-
чению у пациентов с различными повреждени-
ями и заболеваниями суставов, нивелируя риск 
развития осложнений в послеоперационном 
периоде, способствуя сокращению сроков го-
спитализации. Сравнительно низкая стоимость 
использования данной методики лечения может 
стать альтернативой длительной дорогостоящей 
НПВС-терапии селективными ингибиторами 
ЦОГ, хондропротекторами и препаратами гиалу-
роновой кислоты.

Заключение
Травма коленного сустава инициировала дис-

баланс цитокиновой сети, который проявлялся 
ростом концентрации про- и противовоспали-
тельных цитокинов, играющих в посттравматиче-
ском периоде значимую роль во вторичной альте-
рации хрящевой ткани, синовиальной оболочки 
и формировании вторичных дегенеративно-де-
структивных изменений в суставе. 

Включение в комплекс лечебных мероприя-
тий системной внутривенной и внутрисуставной 
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озонотерапии в сочетании с внутрисуставным 
введением ксефокама позволило эффективно 
корригировать показатели цитокинового профи-
ля в посттравматическом периоде, способствуя 
подавлению интенсивности воспалительной ре-
акции и предупреждая прогрессирование пост-
травматического остеоартроза. 

Перспективность этого терапевтического 
подхода очевидна, поскольку использование у 

больных с посттравматическим синовитом мето-
да комбинированного введения ксефокама и озо-
на, оказывающих потенцируемый плейотропный 
эффект на системном и регионарном уровне на 
узловые звенья патогенеза заболевания, позво-
ляет улучшить результаты лечения, способствует 
компенсации функционального состояния ко-
ленного сустава и уменьшению риска возможных 
осложнений. 
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КОНГРУЭНТНОСТЬ И ФЕНОТИПИЧЕСКАЯ 
ПЛАСТИЧНОСТЬ ИММУННОЙ И НЕРВНОЙ СИСТЕМ 
У ДЕТЕЙ С РАССТРОЙСТВАМИ АУТИСТИЧЕСКОГО 
СПЕКТРА В СРАВНЕНИИ С РАССТРОЙСТВАМИ 
ШИЗОФРЕНИЧЕСКОГО СПЕКТРА
Бурмистрова А.Л., Филиппова Ю.Ю.
ФГБОУ ВО «Челябинский государственный университет», г. Челябинск, Россия

Резюме. В соответствии с новыми взглядами на пути и принципы коммуникации основных регу-
ляторных систем организма – иммунной и нейроэндокринной, существует вероятность, что дезин-
теграция/дезорганизация путей и структур этих систем могут лежать в основе таких нарушений, как 
расстройства аутистического спектра (РАС) и расстройства шизофренического спектра (РШС). Обе 
патологии относят к нарушениям нейроразвития, с неясной этиологией, общими факторами риска, 
частично перекрывающимися патофизиологическими механизмами развития. Диагностика РАС и 
РШС опирается на характеристику клинических симптомов/синдромов, демонстрирующих высо-
кую гетерогенность и общность между этими расстройствами. В результате поиск путей сепарации 
РАС от РШС приобретает особую значимость при изучении расстройств нейроразвития у детей. Цель 
исследования – выделить показатели периферической активности иммунной и нейроэндокринной 
систем и их интеграции для использования в качестве информационных узлов конгруэнтности и фе-
нотипической пластичности этих систем у детей с РАС в сравнении с детьми с РШС. Были опреде-
лены уровни 14 показателей иммунной и нейроэндокринной систем в циркуляции у 82 детей с РАС, 
9 детей с РШС и 45 детей с типичным нейроразвитием (ТРД). Для оценки интеграции иммунной и 
нейроэндокринной систем на периферии применяли многомерный эксплораторный анализ методом 
нелинейных главных компонент по алгоритму CATPCA. Результаты оценки показателей иммунной и 
нейроэндокринной систем у детей продемонстрировали: 1) отсутствие различий по уровням провос-
палительных цитокинов между детьми с РАС и ТРД; 2) у детей с РШС – значимо высокие величины 
IL-6 и IFNγ и низкие – IL-1β, TNFα и IL-10 по сравнению с детьми с РАС и ТРД; 3) уровень нейро-
гормонов в циркуляции у детей с РАС соответствовал таковому у ТРД (физиологическая норма), а 
у детей с РШС – низкие уровни адреналина и дофамина по сравнению с РАС и дофамина – с ТРД; 
4) интеграция регуляторных систем была оценена с помощью анализа главных компонент: 4.1. ТРД – 
сильные связи внутри каждой из систем и между ними, показывают их коммуникативные способно-
сти и пластичность, характерные для физиологической нормы; 4.2. РШС – минимальное количество 
сильных связей внутри цитокиновой системы; 4.3. дети с РАС – формирование двух кластеров: один 
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(1) – по напряженности и ассортименту показателей иммунной и нейроэндокринной систем име-
ет полную общность с ТРД; другой (2) – презентует альтернативный характер: низкую связанность 
параметров регуляторных систем, аналогичную детям с РШС; 4.4. сравнительная оценка значений 
показателей цитокиновой и нейроэндокринной систем на периферии у детей с РАС кластеров 1 и 2 
с детьми с РШС и ТРД позволила установить: у детей с РАС кластера 1 показатели не отличались от 
ТРД, за исключением адреналина, АКТГ, кинуренина и триптофана. У детей с РАС кластера 2 зна-
чения показателей равны показателям, характерным для детей с РШС, за исключением дофамина и 
триптофана.

Таким образом, нами был продемонстрирован феномен трансдиагностического кластрирования – 
выделения среди детей с РАС двух кластеров, один из которых имеет аналогию по уровням показа-
телей и связей между иммунной и нейроэндокринной системами с ТРД, а другой – с детьми с РШС, 
что может быть использовано в качестве диагностического критерия в сегрегации двух расстройств.

Ключевые слова: цитокины, нейрогормоны, расстройства аутистического спектра, расстройства шизофренического 
спектра, дети, фенотипическая пластичность

CONGRUENCY AND PHENOTYPIC PLASTICITY OF IMMUNE 
AND NERVOUS SYSTEMS IN CHILDREN WITH AUTISM 
SPECTRUM DISORDERS COMPARED TO SCHIZOPHRENIA 
SPECTRUM DISORDERS 
Burmistrova A.L., Filippova Yu.Yu.
Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. According to new views on communication ways and principles in the main regulatory systems 
of the body, i.e., immune and neuroendocrine, there is a risk for disintegration of pathways and structures 
in these systems which may underlie disorders such as autism-spectrum disorders (ASD) and schizophrenia-
spectrum disorders (SSD). Both disorders are classified as neurodevelopmental disorders, with unclear etiology 
and partially overlapping pathophysiological developmental mechanisms. Diagnosis of ASD and SSD is based 
on patterns of clinical symptoms/syndromes that demonstrate high heterogeneity and similarity. Therefore, 
it is very important to find the ways of discerning children with ASD from those with SSD. Our aim was to 
identify peripheral activity indexes for immune and neuroendocrine systems, and their integration for usage as 
information hubs of congruency and phenotypic plasticity of these systems in children with ASD, as compared 
to SSD patients. The levels of 14 indexes of the immune and neuroendocrine systems in blood plasma were 
determined in 82 children with ASD, 9 children with SSD and 45 children with typical neurodevelopment (TD). 
To assess peripheral activity of the immune and neuroendocrine systems and their relationships, we applied a 
multivariate exploratory analysis using a method of nonlinear principal components. The following results were 
obtained: (1) absence of differences in proinflammatory cytokines between ASD and TD children; (2) patients 
with SSD have significantly higher values of IL-6 and IFNγ, and lower values of IL-1β, TNFα and IL-10 in 
blood plasma compared to children with ASD and TRD; (3) the level of neurohormones in children with ASD 
is in accordance with physiological reference values. The children with SSD have lower levels of epynephrine 
and dopamine compared to ASD and TD, respectively; (4) integration degree of regulatory systems assessed 
by principal component analysis has shown the following: (4.1) TD children have strong correlations within 
each of the systems and between them, thus showing their communicative abilities and plasticity, characteristic 
of normal values; (4.2) In SSD children, minimal numbers of strong relations were demonstrated within the 
cytokine system; (4.3) The children with ASD exhibited two clusters: one of them had a complete similarity 
with TDC, in terms of tension and assortment of immune and neuroendocrine indices; the other one presented 
low coupling between the parameters of regulatory systems, similar to the children with SSD; (4.4) Analysis of 
peripheral indices of cytokine and neuroendocrine systems for clusters 1 and 2 in children with ASD compared 
to children with SSD and TD demonstrated that, in children with ASD of cluster 1, the indices did not differ 
from TDC, except of epinephrine, ACTH, kynurenine, and tryptophan. In the children with ASD of cluster 
2, the values of the indices are equal to children with SSD, except of dopamine and tryptophan. Thus, we have 
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shown phenomenon of transdiagnostic clustering, i.e., allocation of two clusters among ASD children. One of 
them is similar to levels of indices and connections between the immune and neuroendocrine systems with TD, 
and another cluster is similar to SSD children. Therefore, they could be potentially useful as diagnostic criteria 
when discriminating the two disorders.

Keywords: cytokines, neurohormones, autism spectrum disorders, schizophrenia spectrum disorders, children, phenotypic plasticity

Введение
В настоящее время накоплен большой факти-

ческий материал, свидетельствующий о тесном 
эволюционном родстве двух базовых систем  – 
иммунной и нервной, которые прошли специа
лизацию от общей мультифункциональной ан-
цестральной клетки через процессы сегрегации и 
дивергенции функций между потомками клеток 
сестринских типов с последующим приобрете-
нием новых функций [7]. В итоге были сформи-
рованы регуляторные системы, которые опреде-
ляют все сферы жизнедеятельности организма 
человека: метаболизм, репродукцию, рост и диф-
ференцировку, адаптацию к изменениям внеш-
него окружения и внутренней среды организма, и 
контролируют гомеостаз в контексте конкретных 
событий, в том числе социальной коммуникации 
и социальных взаимодействий, что свидетель-
ствует об их высокой конгруэнтности [30, 34, 54]. 

Высокая степень интеграции между иммун-
ной и нервной системами определяется суще-
ствованием множества клеточных и молекуляр-
ных механизмов коммуникации между ними, 
прежде всего с использованием общих сигналь-
ных молекул: цитокинов, хемокинов, нейропеп-
тидов, нейротрансмиттеров, антител (в том числе 
аутоантител) и рецепторов к ним. Эксплуатация 
этих молекул позволяет периферической иммун-
ной системе активировать функции мозга, а моз-
гу – исполнять иммунорегуляторную роль [8, 12].

Данные последних лет свидетельствуют, что 
продукция иммунорегуляторных цитокинов в 
мозге является чрезвычайно важным физиоло-
гическим процессом для функций мозга, опира-
ющихся на синаптическую пластичность, таких 
как обучение и память [12, 18, 31, 32, 34, 37, 52].

В спокойном физиологическом состоянии 
лейкоциты адаптивной иммунной системы (в 
частности, Т-лимфоциты, аутореактивные к ан-
тигенам мозга собственного организма) из пери-
ферических компартментов поступают по путям 
коммуникации (которые входят в дренажные 
пути мозга) [29, 34, 43] к определенным терри-
ториям мозга, отделенным от паренхимы: хоро-
идальную систему, менингеальные оболочки, пе-
риваскулярные пространства внутри паренхимы 
мозга, в которых реактивируются и выступают 
нейропротекторами  – «физиологической ча-
стью иммунного надзора» [21, 22]. Как отмечает 

ряд авторов [22, 32, 33], существует два основных 
пути, по которым определенные субпопуляции 
иммунных клеток, обладающих специфическими 
молекулярными механизмами прохождения фи-
зиологических барьеров, достигают своих ниш. В 
менингеальных оболочках  – по менингеальным 
сосудам крови или, альтернативно, через хорои-
дальную систему, которая располагается внутри 
каждого желудочка мозга и представляет собой 
сосудистое сплетение, эпителиальные клетки ко-
торого продуцируют спиномозговую жидкость 
(СМЖ) путем фильтрации из крови [22, 33, 43]. 
Чтобы попасть в менингеальные оболочки им-
мунные клетки из сосудов крови хороидального 
сплетения должны пересечь эндотелиальный ба-
рьер, затем эпителиальный барьер хороидальной 
системы, эпителиальные клетки которой фини-
стрированы, войти в СПЖ и на последнем этапе 
пересечь кровь-лептоменингеальный барьер [22, 
47]. Недавние исследования продемонстрирова-
ли, что через менингеальные сосуды (в том чис-
ле лимфатические) в менингеальные структуры 
поступают не только Т-лимфоциты, но и другие 
типы иммунных клеток: В-лимфоциты, грану-
лоциты, моноциты, макрофаги, дендритные и 
тучные клетки [33, 34, 36]. Более того, в отсут-
ствие Т-лимфоцитов менингеальные миелоид-
ные клетки приобретают провоспалительный 
фенотип, продуцируя IL-1β, IL-12 и TNFα [31]. 
Все перечисленные анатомические ниши мозга 
являются функционально отдельными компарт
ментами, в которых, в соответствии с типами 
сайт-специфических популяций антигенпре-
зентующих клеток, поддерживаются различные 
типы иммунитета, в том числе протективного 
аутоиммунитета [4] и регуляторно-адаптивного, 
и обеспечивается функциональная активность 
самого мозга через позитивную регуляцию ней-
ропластичности и нейрогенеза, процессов обуче-
ния, памяти и поведения, и тканевое ремодели-
рование [12, 18, 31, 37, 52].

Так, например, аутореактивные к антигенам 
нервной ткани CD4 Т-лимфоциты, проживаю-
щие в менингеальтных оболочках, секретируют 
IL-4, который облегчает процессы обучения и 
памяти, предотвращая провоспалительную диф-
ференцировку резидентных миелоидных клеток 
в ответ на обучение-ассоциированный стресс 
[19]. IFNγ, секретируемый в малых дозах ауто-
реактивными Т-лимфоцитами, демонстрирует 
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различные эффекты в зависимости от феноти-
па иммунной ниши: в менингеальных оболоч-
ках  – выраженные положительные эффекты на 
нейронные дуги, ассоциированные с социаль-
ным поведением [23], а в сосудистом сплетении 
(choroid plexus) – принимает участие в экспрес-
сии памяти и в нейрогенезе гиппокампа [11]. 
Более того, группа авторов [14] представила экс-
периментальные доказательства инициации ци-
токинами, секретируемыми Тh17-лимфоцитами 
(участниками адаптивного ответа беременной 
матери на развитие мозга плода), структурных 
изменений в коре головного мозга и ненормаль-
ного аутизм-подобного поведения у потомства.

Совершенно очевидно, что многофункцио-
нальная коммуникация двух систем должна про-
ходить, как подчеркивает ряд авторов [12, 18, 31, 
34, 52], в условиях гомеостатического эволю-
ционного компромисса: с одной стороны, мозг 
нуждается в иммунологической поддержке сво-
их жизненно важных функций при сохранении 
деликатных структур, а с другой  – он должен 
осуществлять контроль за уровнем активности/
повреждающей способности лейкоцитов адап-
тивной иммунной системы внутри мозга и ли-
митировать их проживание «функциональными 
иммунными нишами», ограниченными от парен-
химы, но расположенными достаточно близко 
для реализации эффектов иммунной системы на 
функции мозга/ЦНС.

В соответствии с новыми взглядами на пути 
и принципы коммуникации периферической 
адаптивной иммунной системы и ЦНС можно 
предполагать, что дезинтеграция/дезорганиза-
ция путей и структур партнеров могут лежать в 
основе таких нейропсихиатрических нарушений, 
как расстройства аутистического спектра (РАС) и 
расстройства шизофренического спектра (РШС) 
[5, 13, 16]. Недавно высказано предположение, 
что большие нарушения психического здоровья, 
такие как шизофрения, депрессия и, возможно, 
РАС, ассоциированы с процессами дестабилиза-
ции иммунной системы, хотя до конца не ясны 
отношения «причина/эффект» [29, 42].

Обе патологии относят к нарушениям нейро-
развития, но этиология их неизвестна, а пони-
мание патофизиологических механизмов их раз-
вития, как подчеркивают исполнители проекта 
PcychENCODE Consortium [25], запаздывает по 
сравнению с другими областями биомедицины. 
Диагностика РАС и РШС опирается на поведе-
ние пациента и на характеристику клинических 
симптомов/синдромов, демонстрирующих вы-
сокую гетерогенность и общность между этими 
расстройствами, так же как и общность факто-
ров риска, что отражается в сложности их сепа-
рации друг от друга [8, 13, 16]. Исследования по-

казывают, что значительная пропорция детей с 
диагнозом «РАС» в последующем демонстрирует 
симптомы РШС, в том числе слуховые и зритель-
ные галлюцинации, подобно больным с острым 
психозом при шизофрении, со степенью конвер-
сии 34,8% [38]. В то же время подростки с детской 
атакой шизофрении (в возрасте до 13 лет) в 28% 
случаев презентуют коморбидность по РАС [44].

На поведенческом уровне психопатические 
черты – дефициты социальных взаимодействий и 
познавательных способностей, нарушения эмо-
ционального процессинга при низкой реактив-
ности к сенсомоторным стимулам и недостаточ-
ности исполнительных функций присущи обоим 
расстройствам. Все эти черты не закреплены 
константными диагностическими паттернами, а 
демонстрируют индивидуальную гетерогенность 
в своей презентации как отражение фенотипиче-
ской пластичности в условиях индивидуальной 
жизни и, как отмечают некоторые авторы [9, 10, 
17, 45, 49], нередко распределены между нормой 
и патологией, что еще больше затрудняет диагно-
стику РАС и РШС.

Связь между РАС и РШС существует не толь-
ко на клиническом уровне, но и на патофизио-
логическом и этиопатогенетическом [8, 16, 55]. 
Установлено, что степень наследования этих рас-
стройств у каждого оценивается в рамках: 25-33% 
для РШС и 49% для РАС [41]. Сравнение резуль-
татов генетического скрининга продемонстриро-
вало наличие их генетической общности в преде-
лах от 15 до 25% [55]. В этом контексте количество 
генов-кандидатов, которые могут выступать в ка-
честве причины, предиспозиции или увеличить 
риск РАС/РШС, колеблется от нескольких сотен 
до 1000 [15, 16, 55]. В итоге, хотя генетические 
факторы и играют важную роль в возникновении 
таких нарушений, они не полностью определя-
ются генами. Возможно, более корректно рас-
сматривать взаимодействия «ген – окружение» в 
контексте различий в истории жизни индивидуу-
ма с опорой на эпигенетику. 

В свете представленных данных поиск путей 
сепарации РАС от РШС приобретает особую 
значимость при изучении расстройств нейро-
развития у детей. Мы предположили, что оценка 
показателей активности иммунной и нейроэн-
докринной систем на периферии и их корреля-
ций между собой может презентовать информа-
тивные величины их коммуникации в контексте 
РАС и РШС. В качестве обоснования для такого 
предположения могут служить многочисленные 
данные не только о тесном родстве их функцио-
нальных характеристик: пластичность, стабиль-
ность, рекомбинации связей, регенерация, отбор 
информации в синапсах и т.д., но и о путях ком-
муникации. Месседжи, освобождаемые на пери-
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ферии иммунными клетками (в частности, ци-
токины), несут к мозгу и/или ассоциированным 
структурам информацию не только о состоянии 
гомеостаза иммунной системы в условиях изме-
нения внутренней среды организма и внешнего 
окружения, но и о характере (типе) иммунного 
ответа на них [12, 18]. Такой ход событий позво-
ляет мозгу контролировать и генерировать ней-
роэндокринные ответы, вовлекая освобождение 
медиаторов, таких как гормоны, нейропептиды 
и нейротрансмиттеры, которые в сетевом взаи-
модействии с ауторегуляторными иммунными 
механизмами способны оказывать коллегиаль-
ное влияние на иммунную реактивность [12, 18, 
40, 52].

Цель исследования  – выделить показатели 
периферической активности иммунной и ней-
роэндокринной систем и их интеграции для ис-
пользования в качестве информационных узлов 
конгруэнтности и фенотипической пластично-
сти этих систем у детей с расстройствами аути-
стического спектра в сравнении с детьми с рас-
стройствами шизофренического спектра.

Материалы и методы
Обследовано 82 ребенка (64 мальчика (78,0%) 

и 18 девочек (22,0%), средний возраст 6,4±0,3 
года) с РАС, проходивших немедикаментозную 
реабилитацию в социально-реабилитационном 
центре «Здоровье» (г. Челябинск). Все дети с РАС 
имели диагнозы в соответствии с МКБ-10: дет-
ский аутизм (F84.0), атипичный аутизм (F84.1) 
и задержка психоречевого развития с аутисти-
чески подобным поведением (F83.1). В качестве 
контрольной группы в исследование включено 
9 детей с РШС (5 мальчиков (55,6%) и 4 девочки 
(44,4%), средний возраст 14,7±1,2 года), находя-
щихся на диспансерном учете в Областной кли-
нической специализированной психоневрологи-
ческой больнице № 1 г. Челябинска с диагнозами: 
сенестопатическая шизофрения (F20.8) и шизо-
аффективное расстройство, маниакальный тип 
(F25.0). Во вторую контрольную группу вошли 45 
типично развивающихся детей (ТРД, 32 мальчи-
ка (71,7%) и 13 девочек (28,9%)) дошкольного и 
младшего школьного возраста (средний возраст 
8,9±0,3 года). В исследование не были включены 
дети в периоды болезни и ранней ремиссии после 
острых респираторно-вирусных заболеваний. У 
всех родителей получено информированное со-
гласие, разрешающее проведение лабораторного 
исследования и использование его результатов в 
научной работе. Работа одобрена этическим ко-
митетом Челябинского государственного уни-
верситета (протокол № 1 от 16.05.2016 г.).

У всех детей установлены уровни 14 показа-
телей иммунной и нейроэндокринной систем в 

циркуляции. Концентрацию цитокинов: интер-
лейкина-6 (IL-6), IL-1β, IL-10, интерферона-
гамма – IFNγ, фактора некроза опухолей-альфа 
TNFα (АО «Вектор-Бест», г. Новосибирск); ней-
рогормонов: окситоцина (Peninsula Laboratories 
International, США), дофамина, адреналина, 
норадреналина (IBL International, Германия), 
кортизола (ООО «Хема», Россия), адренокор-
тикотропного гормона  – АКТГ (Biomerica, Гер-
мания), серотонина (IBL International, Герма-
ния) и метаболитов: триптофана и кинуренина 
(Immundiagnostik AG, Германия) определяли в 
плазме крови методом твердофазного иммуно-
ферментного анализа на анализаторе Multiscan 
EX (Labsystems, Финляндия).

В ходе статистической обработки данных ис-
пользовали порядковые статистики и критерии: 
для оценки центральной тенденции  – расчет 
среднего значения и ошибки среднего (M±m), 
для оценки значимости межгрупповых раз-
личий  – критерий Стьюдента. Во всех случаях 
различия и зависимости считали статистически 
значимыми при p ≤ 0,05. Для оценки интеграции 
иммунной и нейроэндокринной систем у детей с 
РАС был применен многомерный эксплоратор-
ный анализ методом нелинейных главных ком-
понент по алгоритму CATPCA. Для приведения 
значений к нормальному распределению данные 
обрабатывались как количественные показатели 
с последующим ранжированием. Для поиска зна-
чимых различий между группами РАС и РШС/
ТРД по результатам анализа нелинейных главных 
компонент для каждого ребенка, включенного 
в исследование, были рассчитаны индивиду-
альные величины каждой главной компоненты 
(ГК) и проведен однофакторный дисперсионный 
анализ. Все расчеты и графические построения 
выполнены в пакетах SPSS for Windows (v. 18.0., 
SPSS Inc.) и KyPlot (v. 5.0 beta 15; Yochioka, 2002).

Результаты 
Сравнительный анализ периферических уров-

ней некоторых показателей иммунной и нейроэндо-
кринной систем у детей с РАС, РШС и ТРД

Результаты оценки уровней 14 показателей 
иммунной и нейроэндокринной систем в плазме 
крови обследованных детей представлены в таб
лице 1.

Как видно из таблицы 1, у детей с РАС уровень 
всех исследованных провоспалительных цитоки-
нов в плазме крови не имеет статистически зна-
чимых различий, а концентрация противовоспа-
лительного цитокина IL-10 значимо снижена по 
сравнению с ТРД. У детей с РШС в циркуляции 
обнаружены высокие значения цитокинов: IL-6 
и IFNγ и низкие – IL-1β, TNFα и IL-10 по срав-
нению с группами РАС и ТРД (табл. 1). 
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ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ИММУННОЙ И НЕЙРОЭНДОКРИННОЙ СИСТЕМ У ДЕТЕЙ С РАССТРОЙСТВАМИ 
АУТИСТИЧЕСКОГО СПЕКТРА В СРАВНЕНИИ С ДЕТЬМИ С РАССТРОЙСТВАМИ ШИЗОФРЕНИЧЕСКОГО СПЕКТРА (M±m)
TABLE 1. INDICATORS OF THE IMMUNE AND NEUROENDOCRINE SYSTEMS IN CHILDREN WITH AUTISM SPECTRUM 
DISORDERS COMPARED TO CHILDREN WITH SCHIZOPHRENIA SPECTRUM DISORDERS (M±m)

Показатель
Indicator

ТРД
TDC 

(n = 45)

Дети с РАС
Children with ASD

(n = 82)

Дети с РШС
Children with SSD

(n = 9)

Возраст
Age 8,90±0,34 6,37±0,30

p2-1 < 0,001

13,78±1,05 
p3-1 < 0,001
p3-2 < 0,001

Цитокины / Cytokines

IL-6, пг/мл 
IL-6, pg/ml 2,17±0,25 2,93±0,27

5,51±0,74
p3-1 < 0,001
p3-2 = 0,003

IL-1β, пг/мл
IL-1β, pg/ml 3,40±0,24 2,90±0,14

1,96±0,19
p3-1 = 0,008
p3-2 = 0,023

TNFαα, пг/мл
TNFα, pg/ml 2,84±0,25 2,42±0,13

1,45±0,16
p3-1 = 0,016
p3-2 = 0,011

IFNγγ, пг/мл
IFNγ, pg/ml 11,31±0,50 11,96±0,35

15,09±1,31
p3-1 = 0,002
p3-2 = 0,006

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/ml 12,38±1,95 8,64±0,75 

p2-1 = 0,035

6,48±0,70
p3-1 < 0,001
p3-2 = 0,035

Нейрогормоны / Neurohormones
Окситоцин, нг/мл
Oxytocin, ng/ml 0,16±0,02 0,14±0,01 0,10±0,02

Дофамин, пг/мл
Dopamine, pg/ml 147,20±13,93 135,80±6,81

66,79±4,26
p3-1 = 0,005
p3-2 = 0,001

Адреналин, пг/мл
Epinephrine, pg/ml 4,12±0,39 4,60±0,38 2,28±0,37

p3-2 = 0,035
Норадреналин, пг/мл
Norepinephrine, pg/ml 23,50±4,12 18,00±1,75 24,69±6,76

Кортизол, нмоль/л
Cortisol, nmol/l 663,50±74,16 619,40±42,97 501,80±50,12

АКТГ, пг/мл
ACTH, pg/ml 17,76±1,64 20,96±1,99 15,45±5,28

Серотонин, нг/мл
Serotonin, ng/ml 18,83±1,68 20,10±1,34 19,65±4,30

Метаболиты / Metabolites

Триптофан, мкмоль/л
Tryptophan, μmol/l 162,1±12,64 111,6±7,05 

p2-1 < 0,001

48,77±11,06 
p3-1 = 0,001
p3-2 = 0,01

Кинуренин, мкмоль/л
Kynurenine, μmol/l 1,38±0,19 2,06±0,16 

p2-1 = 0,025

3,15±0,80 
p3-1 = 0,003
p3-2 = 0,050

Примечание. ТРД – типично развивающиеся дети; РАС – расстройства аутистического спектра; РШС – расстройства 
шизофренического спектра. p2-1 – значимые различия между ТРД и детьми с РАС (p ≤ 0,05); p3-1 – значимые различия 
между ТРД и детьми с РШС (p ≤ 0,05); p3-2 – значимые различия между детьми с РАС и РШС (p ≤ 0,05).
Note. TDC, typically developing children; ASD, autism spectrum disorder; SSD, schizophrenia spectrum disorders. p2-1, significant 
differences between TDC and children with ASD (p ≤ 0.05); p3-1, significant differences between TDC and children with SSD 
(p ≤ 0.05); p3-2,significant differences between children with ASD and SSD (p ≤ 0.05).
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Концентрации в плазме базовых нейрогор-
монов, отвечающих за социальную адаптацию 
(окситоцина, дофамина, адреналина, норадре-
налина, кортизола, АКТГ), у детей с РАС соот-
ветствуют физиологической норме. Для детей с 
РШС характерны значимо низкие уровни дофа-
мина и адреналина по сравнению с аналогичны-
ми показателями групп детей с РАС и дофамина 
по сравнению с ТРД (табл. 1).

Уровень серотонина не отличается среди детей 
трех исследуемых групп, но значимые различия 
выявлены для ключевых метаболитов его синте-
за/распада: для РАС характерны промежуточные 
значения основного прекурсора серотонина  – 
триптофана и промежуточного продукта рас-
пада триптофана  – кинуренина, по сравнению 
с контрольными группами. Так, концентрация 
триптофана в плазме крови детей с РАС значимо 
ниже, чем у ТРД, но выше аналогичного показа-
теля детей с РШС. Наоборот, системные уровни 

кинуренина при РАС значимо высокие по срав-
нению с ТРД, но низкие по сравнению с детьми с 
РШС (табл. 1).

Поиск узлов конгруэнтности и фенотипиче-
ской пластичности иммунной и нейроэндокринной 
систем у детей с расстройствами аутистического 
спектра

Чтобы оценить изменение не только отдель-
ных показателей, но и особенности сетевого 
взаимодействия иммунной и нейроэндокрин-
ной регуляторных систем в группах детей с РАС, 
РШС и ТРД, нами применен многомерный экс-
плораторный анализ методом нелинейных глав-
ных компонент (табл. 2, рис. 1). 

В результате анализа получены четыре пат-
терна взаимосвязанных показателей (главных 
компоненты, ГК). ГК 1 объясняет 29% общей 
дисперсии показателей и отражает высокий уро-
вень интеграции иммунной и нейроэндокрин-
ной систем на периферии. В нее входят показа-

Рисунок 1. Ординационная диаграмма взаимодействия иммунной и нейроэндокринной систем у детей с РАС, РШС 
и ТРД по результатам метода нелинейных главных компонент
Примечание. Рисунок построен на основе корреляционных взаимосвязей всех исследуемых показателей, вошедших в главную 
компоненту (ГК) 1 (ось Х) и ГК 2 (ось Y). Показатели, внесшие наибольший вклад в ГК1 и ГК2, показаны векторами. Чем больше 
длина вектора, тем выше вклад данного показателя в ГК. Расположение каждого ребенка в пространстве двух ГК для детей 
с РАС показано кругами, для детей с РШС – звездочками, для ТРД – треугольниками. Полигонами выделены области, в 
которые входят дети, относящиеся к группе РАС – черная непрерывная линия, РШС – черная пунктирная линия и ТРД – линия, 
нарисованная точками серого цвета. 
Figure 1. Ordination diagram of the interaction of the immune and neuroendocrine systems in children with ASD, SSD and TRD 
according to the results of the method of nonlinear main components
Note. The figure is based on the correlation relationships of all the studied indicators included in the main component (MC) 1 (X axis) and 
MC 2 (Y axis). The indicators that made the greatest contribution to MC 1 and MC 2 are shown by vectors. The greater the length of the vector, 
the higher the contribution of this indicator to the MC. The location of each child in the space of two MCs for children with ASD is shown in 
circles; for children with SSD, asterisks; for TDC, triangles. Polygons highlight areas that include children belonging to the ASD group, the black 
continuous line; SSD, the black dashed line, and TDC, the gray dots line. 
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ТАБЛИЦА 2. МАТРИЦА ФАКТОРНЫХ НАГРУЗОК ПОКАЗАТЕЛЕЙ ИММУННОЙ И НЕЙРОЭНДОКРИННОЙ СИСТЕМ ДЕТЕЙ 
С РАС, РШС И ТРД, ПОЛУЧЕННАЯ В ХОДЕ НЕЛИНЕЙНОГО АНАЛИЗА ГЛАВНЫХ КОМПОНЕНТ

TABLE 2. MATRIX OF FACTOR LOADS OF INDICATORS OF IMMUNE AND NEUROENDOCRINE SYSTEMS OF CHILDREN WITH 
ASD, SSD AND TDC, OBTAINED DURING NONLINEAR MAIN COMPONENT ANALYSIS 

Показатель
Indicator

Величина показателя (весовая нагрузка) 
Value of indicator (weight load)

Главная 
компонента 1

Main component 1

Главная 
компонента 2

Main component 2

Главная 
компонента 3

Main component 3

Главная 
компонента 4

Main component 4 
IL-6, пг/мл 
IL-6, pg/ml 0,580 -0,413 -0,108 0,262

IL-1ββ, пг/мл
IL-1β, pg/ml -0,734 0,204 0,007 0,275

TNFαα, пг/мл
TNFα, pg/ml -0,782 0,150 -0,043 0,354

IFNγγ, пг/мл
IFNγ, pg/ml 0,613 0,122 -0,012 0,413

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/ml -0,421 0,180 -0,297 0,172

Окситоцин, нг/мл
Oxytocin, ng/ml 0,124 -0,759 -0,259 -0,039

Дофамин, пг/мл
Dopamine, pg/ml -0,795 -0,068 0,178 -0,055

Адреналин, пг/мл
Epinephrine, pg/ml -0,708 -0,179 0,303 0,045

Норадреналин, пг/мл
Norepinephrine, pg/ml -0,045 -0,249 0,776 0,327

Кортизол, нмоль/л
Cortisol, nmol/l -0,390 -0,287 -0,064 -0,059

АКТГ, пг/мл
ACTH, pg/ml -0,556 -0,026 -0,181 -0,301

Серотонин, нг/мл
Serotonin, ng/ml -0,299 -0,450 -0,077 0,379

Триптофан, мкмоль/л
Tryptophan, μmol/l -0,497 -0,303 -0,079 -0,389

Кинуренин, мкмоль/л
Kynurenine, μmol/l -0,278 0,006 -0,545 0,422

Доля объясненной
дисперсии, % 
Fraction of total
dispersion, %

29,0 9,5 8,9 8,2

Примечание. Величина показателя (весовая нагрузка) показывает, с какой силой и знаком показатель участвует 
в главной компоненте: наиболее сильные корреляционные связи образуют показатели с высокой нагрузкой 
(значения выше 0,7); показатели со значениями меньше 0,4 не вносят вклад в главную компоненту (очень слабые 
корреляционные связи). Доля объясненной дисперсии отражает, какой процент разброса значений всех показателей 
(из 100%) объясняет конкретная главная компонента. Жирным шрифтом выделены доли объясненной дисперсии, 
а также весовые нагрузки показателей высокой (коэффициент корреляции, r выше 0,7) и средней (коэффициент 
корреляции, r от 0,4 до 0,7) значимости.

Note. The value of the indicator (weight load) shows with what strength and sign the indicator participates in the main component: 
the strongest correlation links are formed by indicators with a high load (values above 0.7); indicators with values less than 0.4 
do not contribute to the main component (very weak correlation relationships). The share of the explained variance reflects what 
percentage of the scatter of the values of all indicators (out of 100%) the specific main component explains. The bold type indicates 
the shares of the explained variance, as well as the weight loads of indicators of high (correlation coefficient, r above 0.7) and 
average (correlation coefficient, r from 0.4 to 0.7) significance.
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ТАБЛИЦА 3. ПОКАЗАТЕЛИ ИММУННОЙ И НЕЙРОЭНДОКРИННОЙ СИСТЕМ В ПОДГРУППАХ ДЕТЕЙ 
С РАССТРОЙСТВАМИ АУТИСТИЧЕСКОГО СПЕКТРА (M±m)
TABLE 2. INDICATORS OF IMMUNE AND NEUROENDOKRIN SYSTEMS IN SUBGROUPS OF CHILDREN WITH AUTISM 
SPECTRUM DISORDERS (M±m)

Показатель
Indicator

ТРД
TDC

(n = 45)

Дети с РАС 
подгруппа 1

Children with ASD 
subgroup 1 (n = 55)

Дети с РШС
Children with SSD

(n = 9)

Дети с РАС 
подгруппа 2

Children with ASD 
subgroup 2 (n = 27)

Возраст
Age 8,90±0,34 6,35±2,40

p2-1 < 0,001
13,78±1,05 
p3-1 < 0,001
p3-2 < 0,001

6,41±3,32
p4-1 < 0,001
p4-3 < 0,001

Цитокины / Cytokines

IL-6, пг/мл 
IL-6, pg/ml 2,17±0,25 2,22±0,27

5,51±0,74
p3-1 < 0,001
p3-2 = 0,002

4,32±0,49
p4-1 < 0,001
p4-2 = 0,001

IL-1ββ, пг/мл
IL-1β, pg/ml 3,40±0,24 3,32±0,15

1,96±0,19
p3-1 = 0,008
p3-2 < 0,001

1,97±0,09
p4-1 < 0,001
p4-2 < 0,001

TNFαα, пг/мл
TNFα, pg/ml 2,84±0,25 2,85±0,13

1,45±0,16
p3-1 = 0,016
p3-2 < 0,001

1,53±0,12
p4-1 < 0,001
p4-2 < 0,001

IFNγγ, пг/мл
IFNγ, pg/ml 11,31±0,50 10,89±0,34

15,09±1,31
p3-1 = 0,002
p3-2 = 0,012

14,04±0,51
p4-1 < 0,001
p4-2 < 0,001

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/ml 12,38±1,95 9,27±0,83 

6,48±0,70
p3-1 < 0,001
p3-2 = 0,014

7,04±1,22 
p4-1 = 0,027

Нейрогормоны / Neurohormones
Окситоцин, нг/мл
Oxytocin, ng/ml 0,16±0,02 0,13±0,01 0,10±0,02 0,16±0,02

p4-3 = 0,003

Дофамин, пг/мл
Dopamine, pg/ml 147,20±13,93 157,50±6,14

66,79±4,26
p3-1 = 0,005
p3-2 < 0,001

86,18±6,31
p4-1 < 0,001
p4-2 < 0,001
p4-3 = 0,026

Адреналин, пг/мл
Epinephrine, pg/ml 4,12±0,39 5,10±0,41

p2-1 = 0,028
2,28±0,37
p3-1 = 0,009
p3-2 < 0,001

3,06±0,42
p4-2 < 0,001

Норадреналин, пг/мл
Norepinephrine, pg/ml 23,50±4,12 14,67±1,61 24,69±6,76 20,88±3,09

Кортизол, нмоль/л
Cortisol, nmol/l 663,50±74,16 702,50±47,67 501,80±50,12

p3-2 = 0,006
431,1±65,4
p4-1 = 0,022
p4-2 = 0,001

АКТГ, пг/мл
ACTH, pg/ml 17,76±1,64 23,45±2,03

p2-1 = 0,03 15,45±5,28 15,50±3,86

Серотонин, нг/мл
Serotonin, ng/ml 18,83±1,68 22,16±1,65 19,65±4,30 15,18±1,69

p4-2 = 0,004
Метаболиты / Metabolites

Триптофан, мкмоль/л
Tryptophan, μmol/l 162,10±12,64 121,00±8,18 

p2-1 = 0,013
48,77±11,06 
p3-1 = 0,001
p3-2 < 0,001

86,71±10,38 
p4-1 < 0,001
p4-2 = 0,014
p4-3 = 0,024

Кинуренин, мкмоль/л
Kynurenine, μmol/l 1,38±0,19 2,18±0,14 

p2-1 = 0,010
3,15±0,80 
p3-1 = 0,003 1,82±0,35 

Примечание. См. примечание к таблице 1. p2-1 – значимые различия между ТРД и детьми с РАС подгруппа 1 (p ≤ 0,05); p3-1 – 
значимые различия между ТРД и детьми с РШС (p ≤ 0,05); p3-2 – значимые различия между детьми с РШС и детьми с РАС 
подгруппы 1 (p ≤ 0,05). p4-1 – значимые различия между ТРД и детьми с РАС подгруппы 2 (p ≤ 0,05); p4-2 – значимые различия между 
детьми с РАС подгрупп 1 и 2 (p ≤ 0,05); p4-3 – значимые различия между детьми с РШС и детьми с РАС подгруппы 2 (p ≤ 0,05). 
Note. As for Table 1. p2-1, significant differences between TDC and children with ASD subgroup 1 (p ≤ 0.05); p3-1, significant differences between 
TDC and children with SSD (p ≤ 0.05); p3-2, significant differences between children with SSD and children with ASD subgroup 1 (p ≤ 0.05); 
p4-1, significant differences between TDC and children with ASD subgroup 2 (p ≤ 0.05); p4-2, significant differences between children with ASD 
subgroups 1 and 2 (p ≤ 0.05); p4-3, significant differences between children with SSD and children with ASD subgroup 2 (p ≤ 0.05).
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тели всех исследуемых цитокинов, образующие 
корреляционные связи высокой и средней силы 
внутри системы и межсистемные связи с нейро-
медиаторами: дофамином, адреналином, АКТГ, 
а также прекурсором серотонина  – триптофа-
ном (табл. 2). Остальные три ГК (ГК2, ГК3, ГК4) 
объясняют менее 10% общей дисперсии каждая 
и включают по два-три показателя изученных 
систем, которые, вероятно, могут определять не 
отдельные процессы, а их части, что создает труд-
ности для их интерпретации (табл. 2). 

Однофакторный дисперсионный анализ каж-
дой ГК позволил обнаружить, что группы детей 
с РАС, РШС и ТРД значимо отличаются по сте-
пени выраженности ГК1. Для визуализации этих 
различий нами построена ординационная диа-
грамма (рис. 1).

Как видно из рисунка 1, взаимосвязанные по-
казатели, вошедшие в ГК 1, четко разделены на 
два кластера, противопоставленные друг другу. 
Первый кластер (отрицательные корреляции, об-
ласть отрицательных значений оси Х) включает 
в себя показатели IL-1β, TNFα, IL-10, нейроме-
диаторов и триптофана. Второй кластер (поло-
жительные корреляции, область положительных 
значений оси Х) образуют только два цитокина: 
IL-6 и IFNγ. Эти кластеры демонстрируют осо-
бенности нейроиммунных взаимодействий, ха-
рактерные для ТРД и детей с РШС: 

– кластер 1 – ТРД (область отрицательных зна-
чений оси Х) – сильные внутри- и межсистемные 
связи между показателями всех нейромедиаторов 
и цитокинов, возможно, отражающие интегра-
цию иммунной и нейроэндокринной систем;

–  кластер 2  – дети с РШС (область положи-
тельных значений оси Х)  – демонстрирует на-
личие сильных связей только между двумя пока-
зателями системы цитокинов – IL-6 и IFNγ – и 
полное отсутствие корреляций между показате-
лями иммунной и нервной систем (рис. 1).

Группа детей с РАС обладает выраженной фе-
нотипической гетерогенностью, в результате, в 
зависимости от показателей и связей, характери-
зующих уровни активности иммунной и нейро-
эндокринной систем, презентует 2 кластера: один 
(подгруппа 1), расположенный в области отрица-
тельных значений, является перекрывающимся с 
ТРД, другой (подгруппа 2) – в области положи-
тельных значений, составляет общий кластер с 
показателями детей с РШС (рис. 1). 

Выявление особенностей показателей иммунной 
и нейроэндокринной систем в подгруппах детей с 
РАС

Для подтверждения фенотипической гетеро-
генности группы детей с РАС мы разделили ее на 
две подгруппы в соответствии с кластеризацией, 
полученной в анализе главных компонент, и оце-

нили уровни цитокинов и нейрогормонов в плаз-
ме крови детей этих подгрупп (табл. 3).

Результаты, представленные в таблице 3, под-
твердили наши предположения: 

1.	 Дети с РАС (подгруппа 1)  – сравнение с 
ТРД. Показатели цитокинов и нейрогормонов в 
плазме крови не отличаются от аналогичных по-
казателей ТРД, за исключением уровней адрена-
лина, АКТГ, кинуренина, которые значимо по-
вышены, и триптофана, который снижен у детей 
с РАС (табл. 3). 

2.	 Дети с РАС (подгруппа 2)  – сравнение с 
РАС (подгруппа 1). Показатели цитокинов IL-1β 
и TNFα существенно ниже, а IL-6 и IFNγ – выше 
по сравнению с детьми с РАС (подгруппа 1). По-
казатели нейрогормонов дофамина, адреналина, 
кортизола, серотонина, а также триптофана сни-
жены по отношение к подгруппе 1 (РАС) (табл. 3).

3.	 Дети с РШС  – сравнение с показателями 
детей с РАС 1 и 2 подгрупп. РШС  – РАС (под-
группа 1)  – практически все показатели несут 
отличия. У детей с РШС: цитокины  – значимо 
высокие показатели IL-6 и IFNγ на фоне низких 
IL-1β и TNFα и IL-10; нейрогормоны – низкие: 
дофамин, адреналин, кортизол, а также трипто-
фан. РШС – РАС (подгруппа 2) – равнозначность 
всех показателей за исключением двух: дофамин 
и триптофан выше в подгруппе 2 (РАС) (табл. 3). 

Обсуждение
Несмотря на большое внимание к РАС и 

РШС, этиология этих патологий до конца неясна 
и, вероятно, включает в себя сложные взаимо-
действия между генетическими, эпигенетически-
ми и экологическими факторами. В настоящее 
время высказано предположение, что иммунная 
дисфункция может способствовать прогрессии 
РАС и РШС, однако механизмы такого воздей-
ствия остаются неизученными [29, 42]. Поэтому 
нами была предпринята попытка комплексной 
оценки показателей основных регуляторных си-
стем – иммунной и нейроэндокринной у детей с 
РАС и РШС.

Полученные нами данные свидетельствуют 
об отсутствии у детей с РАС провоспалительного 
потенциала цитокинов на периферии. Такие же 
результаты были получены рядом исследовате-
лей  [39, 46], которые не обнаружили значитель-
ных различий в цитокиновом профиле между 
детьми с РАС и их типично развивающимися 
сибсами. Другая группа авторов [51] сообщила о 
повышении в циркуляции только уровня IL-8 по 
сравнению с детьми контрольной группы. В на-
стоящее время вопрос о провоспалительном ста-
тусе детей с РАС находится в стадии пролонгиро-
ванной дискуссии, так как часть исследователей 
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приводит результаты о расширенном представи-
тельстве провоспалительных цитокинов на пери-
ферии [6, 27]. 

Для детей с РШС характерна особая траекто-
рия распределения уровней цитокинов, в част-
ности  высокие уровни IL-6 и IFNγ и низкие  – 
IL- 1β, TNFα и IL-10 по сравнению с группами 
РАС и ТРД. Известно, что IL-6 способен снижать 
воспалительный ответ за счет уменьшения про-
дукции IL-1β и TNFα и даже индуцировать ан-
ти-воспалительные эффекты в условиях, когда 
его активация проходит без сопутствующей акти-
вации IL-1β и TNFα. Более того, эти эндогенно 
продуцируемые цитокины, похоже, играют оппо-
зитную роль в обучении и памяти: IL-1β поддер-
живает, а IL-6 ингибирует эти процессы [18, 26, 
35]. Что касается высоких уровней IFNγ в плазме 
крови детей с РШС, то они способны оказать не-
благоприятные последствия в ЦНС, в том числе 
выраженные воспалительные изменения, вплоть 
до дегенеративных процессов при переключении 
иммунных ответов на Тh1-клеточный тип. Кроме 
того, ЦНС-аутореактивные Т-лимфоциты могут 
активироваться в периферических иммунных 
компартментах нейротрофические вирусами, ко-
торые поражают системные компартменты, что 
индуцирует провоспалительный Тh1-ответ. Ак-
тивировать аутореактивные Т-лимфоциты могут 
«чужеродные» мимотопы ЦНС-аутоантигенов (с 
большой долей вероятности поставляемые ми-
кробными сообществами кишечника). Такие ак-
тивированные лимфоциты, направляясь в ЦНС, 
могут использовать аберрантные или классиче-
ские пути и вызывать аутоиммунные наруше-
ния [28, 29, 34, 52].

Интеграция иммунной и нервной систем у де-
тей с РАС, РШС и ТРД была оценена с помощью 
эксплораторного анализа методом нелинейных 
главных компонент, который позволяет одновре-
менно изучать изменение набора характеристик, 
выявляя комплексные взаимосвязи различных 
показателей, структуру и характер взаимосвязей 
между ними, что способствует лучшему понима-
нию патофизиологии сложных заболеваний [3]. 
Нами была продемонстрирована высокая гете-
рогенность группы детей с РАС – выделение сре-
ди детей с РАС новых подгрупп, родственных по 
показателям и связям двух регуляторных систем: 
одна составляла общий кластер с ТРД (РАС (55 
детей) – ТРД), другая – с РШС (РАС (27 детей) – 
РШС).

Общность показателей и связей иммунной/
нейроэндокринной систем РАС и ТРД и РАС и 
РШС позволяет говорить о конгруэнтности си-
стем. Более того, можно предположить, что дети c 
РАС в составе ТРД презентуют не столько полом-
ку/нарушения этих регуляторных систем, сколь-

ко дисфункцию фенотипической пластичности, 
определяемой генотипом, историей жизни, по-
лом, возрастом, метаболизмом и, в свете совре-
менных данных, огромной интегральной состав-
ляющей нашего макроорганизма – микробными 
симбионтами [2, 50]. Ранее нами было показано, 
что уровни социальной коммуникации/поведе-
ния у детей с РАС ассоциированы с реконструк-
цией микробного сообщества тонкого кишеч-
ника [1]. Именно фенотипическая пластичность 
является основой адаптивной пластичности, 
обеспечивающей развитие новых сетей взаимо-
действия/коммуникации регуляторных систем в 
условиях окружения для соответствия им [20].

В условиях техногенной революции, экологи-
ческих катастроф, дезорганизации социальных 
связей, в том числе роста процессов урбанизации, 
миграции, изменений социально-экономическо-
го статуса эмигрантов [48], деструкций микроб-
ных сообществ окружающей среды и организ-
ма человека (его симбионтов) [24], возрастания 
агрессивности на фоне роста виртуальных соци-
альных отношений/взаимосвязей [53], вероятно, 
происходит, как мы предполагаем, дезинтеграция 
коммуникации иммунной и нейроэндокринной 
систем как форма адаптации к новым условиям 
окружения, что находит свое отражение в росте 
РАС на фоне отсутствия роста кривой заболевае-
мости РШС [34].

Однако все отмеченное нами не исключает, 
что некоторые формы РАС, по существу, отно-
сятся к нарушениям, возможно, как группа де-
тей с РАС, близкая по большинству параметров 
к РШС (как показано нами) – шизотипический 
фенотип.

Сегрегация дисфункции/поражений иммун-
ной/нейроэндокринной систем при нейропси-
хиатрических нарушениях, прежде всего РАС и 
РШС, требует новых мультифункциональных 
комплексных подходов к оценке индивидуума на 
всех уровнях: организм, системы, клетки, моле-
кулы, гены, через траекторию развития организ-
ма – пре-, постнатальный, подростковый, репро-
дуктивный этапы, этап старения, и историю его 
жизни. Продемонстрированный нами феномен 
трансдиагностического кластрирования – выде-
ления среди детей с РАС двух кластеров, один из 
которых имеет аналогию по уровням показателей 
и связей между иммунной и нейроэндокринной 
системами с ТРД, а другой – с детьми с РШС – 
может быть использован в качестве диагностиче-
ского критерия в сегрегации двух расстройств.
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ИНФОРМАТИВНОСТЬ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИ-GP2 АНТИТЕЛ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ И КОПРОФИЛЬТРАТАХ У ДЕТЕЙ 
С ВОСПАЛИТЕЛЬНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ КИШЕЧНИКА
Топтыгина А.П.1, 3, Семикина Е.Л.2, 4, Петричук С.В.2, Потапов А.С.2, 4, 
Сурков А.Н.2
1 ФБУН «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Г.Н. Габричевского» Роспотребнадзора, Москва, Россия  
2 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия  
3 ФГБОУ ВПО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия  
4 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. Воспалительные заболевания кишечника (ВЗК), такие как болезнь Крона (БК) и язвенный 
колит (ЯК), характеризуются хронически рецидивирующим воспалением кишечной стенки и связа-
ны со значительным снижением качества жизни. Описан спектр генетических вариантов, ассоцииро-
ванных с болезнью Крона. Пусковым фактором начала заболевания может быть дисбиоз кишечника 
(ДБ). Гликопротеин 2 (GP2), основной белок гранул зимогена поджелудочной железы, выделяется с 
пищеварительными ферментами в кишечник. Антитела против GP2 были обнаружены в крови паци-
ентов с БК. Целью исследования было изучение уровня анти-GP2-антител в крови и фекалиях детей 
с ВЗК по сравнению с группой ДБ. Исследованы сыворотки крови и копрофильтраты от 110 детей (64 
мальчика и 46 девочек) в возрасте 12,3 (2,6-17,9) года; 36 пациентов с БК, 30 пациентов с ЯК, группу 
сравнения составили 44 пациента с ДБ. Антитела IgG и IgA против GP2 тестировали методом ИФА. 
Применены методы непараметрической статистики, результаты представлены в процентах и медиа-
нах – Me (Q0,25-Q0,75). Уровни сывороточных IgA-антител против GP2 составили у пациентов с БК 9,97 
(3,35-13,45) Ед/мл, для ЯК 6,08 (2,71-14,26) Ед/мл и для ДБ 2,94 (2,29-6,41) Ед/ мл. Уровни анти-GP2 
IgG-антител в сыворотках крови составили 6,16 (3,26-18,4) Ед/мл для БК, 5,26 (2,97-7,52) Ед/мл для 
ЯК и для ДБ 5,23 (2,53-8,85) Ед/мл. Пороговая концентрация cut-off для анти-GP2 антител класса 
IgG составила 13,8 Ед/мл, чувствительность – 63,2%, специфичность – 100%, а для IgA – 5,63 Ед/мл 
при чувствительности 60,5% и специфичности – 78,8%, что ниже рассчитанного cut-off взрослых – 
20 Ед/ мл. Уровни анти-GP2 IgG в копрофильтратах составили у детей группы сравнения 1,99 (1,26-
3,04) Ед/мл, у пациентов с БК – 23,5 (16,15-29,3) Ед/мл и у детей с ЯК – 20,45 (13,63-25,5) Ед/ мл, 
(р < 0,001). Cut-off составил 8,0 Ед/мл со 100% чувствительностью и 100% специфичностью. Концен-
трации IgA против GP2 в копрофильтратах больных с ВЗК значимо не отличались от ДБ. При этом 
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концентрация sIgA в копрофильтратах больных с ВЗК значимо превышала уровень группы с ДБ. Со-
отношение анти-GP2 IgA/sIgA было значительно ниже у пациентов с БК (0,326 (0,23-0,512)), и ЯК 
(0,327 (0,205-0,435)), чем у пациентов с ДБ (2,332 (1,575-3,523)) (р < 0,001); cut-off составил 0,784 с 
чувствительностью 97,7% и специфичностью 98,6%. Обсуждается, что анти-GP2 IgA антитела в фека-
лиях следует рассматривать как протективные, поддерживающие гомеостаз в кишечнике, а анти-GP2 
IgG антитела являются патогенетически значимыми для развития ВЗК. Таким образом, используя 
неинвазивный метод определения анти-GP2 антител в стуле в случае превышения cut-off для IgG и 
снижения соотношения IgA/sIgA ниже cut-off, можно со 100% чувствительностью и 100% специфич-
ностью дифференцировать ВЗК от ДБ, имеющего похожую клинику в начале заболевания. 

Ключевые слова: GP2, антитела, болезнь Крона, язвенный колит, воспалительные заболевания кишечника

DIAGNOSTIC VALUE OF ANTI-GP2 ANTIBODIES DETERMINED 
IN SERUM AND COPROFILTRATES IN CHILDREN WITH 
INFLAMMATORY BOWEL DISEASE
Toptygina A.P.a, c, Semikina E.L.b, d, Petrichuk S.V.b, Potapov A.S.b, d, 
Surkov A.N.b
a G. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation  
b National Medical Research Center of Children’s Health, Moscow, Russian Federation  
c M. Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation  
d First Moscow State I. Sechenov Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. Inflammatory bowel diseases (IBD), such as Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC), 
are characterized by chronically recurring inflammation of intestinal wall and are associated with a significant 
decrease in the quality of life. A spectrum of genetic variants associated with Crohn’s disease is described. 
Intestinal dysbiosis (DB) may be the triggering factor of the disease. Glycoprotein 2 (GP2), the main protein of 
pancreatic zymogen granules, is secreted into the intestines with digestive enzymes. Anti-GP2 antibodies were 
found in the serum of patients with CD. The aim of the present study was to investigate the levels of anti-GP2 
antibodies in serum and feces of children with IBD compared with the DB group. Serums and coprofiltrates 
from 110 children (64 boys and 46 girls) at the age of 12.3 (2.6-17.9) years were studied; 36 patients with CD, 30 
patients with UC. A comparison group consisted of 44 patients with DB. IgG and IgA antibodies against GP2 
were tested with ELISA. Nonparametric statistics methods are applied, the results are presented as percentages 
and medians (Me (Q0.25-Q0.75)). The serum levels of anti-GP2 IgA antibodies were 9.97 (3.35-13.45) U/ml for 
the CD patients, 6.08 (2.71-14.26) U/ml for UC and 2. 94 (2.29-6.41) U/ml for DB. The levels of anti-GP2 IgG 
antibodies in serum were 6.16 (3.26-18.4) U/ml for CD, 5.26 (2.97-7.52) U/ml for UC, and for DB 5.23 (2.53-
8.85) U/ml. The cut-off threshold concentration for anti-GP2 IgG antibodies was 13.8 U/ml, with sensitivity 
of 63.2%, specificity 100%, and for IgA 5.63 U/ml, with sensitivity of 60.5% and specificity of 78.8%, thus being 
lower than the calculated cut-off for adults (20 U/ml). The levels of anti-GP2 IgG in coprofiltrates in children 
of comparison group were 1.99 (1.26-3.04) U/ml; in the patients with CD, 23.5 (16.15-29.3) U/ ml, and in 
children with UC, 20.45 (13.63-25.5) units/ml (p < 0.001). The cut-off value amounted 8.0 U/ml, with 100% 
sensitivity and 100% specificity. Concentrations of anti-GP2 IgA in coprofiltrates of patients with IBD did 
not significantly differ from DB patients. Moreover, the concentration of sIgA in the coprofiltrates of patients 
with IBD was significantly higher than their level in DB group. The anti-GP2 IgA/sIgA ratio was significantly 
lower in patients with CD (0.326 (0.23-0.512)), and UC (0.327 (0.205-0.435)), than in patients with DB (2.332 
(1.575-3.523)) (p < 0.001); the cut-off level was 0.784, with a sensitivity of 97.7% and specificity of 98.6%. It 
is discussed, whether fecal anti-GP2 IgA antibodies should be considered as protective, supporting intestinal 
homeostasis, whereas anti-GP2 IgG antibodies are pathogenetically significant for development of IBD. Thus, 
using a non-invasive method for determining anti-GP2 antibodies in stool, when exceeding the cut-off for IgG, 
and reduction of IgA/sIgA ratio below the cut-off, one may differentiate IBD from DB with a similar symptoms 
at the onset of disease, with 100% sensitivity and 100% specificity.

Keywords: GP2, antibody, Crohn’s disease, ulcerative colitis, inflammatory bowel disease
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Введение
Воспалительные заболевания кишечника 

(ВЗК), такие как болезнь Крона (БК) и язвенный 
колит (ЯК), характеризуются хронически реци-
дивирующим воспалением кишечной стенки и 
связаны со значительным снижением качества 
жизни [23]. В настоящее время не существует 
общей этиопатогенетической модели для всех 
форм ВЗК. В здоровом микробиоме кишечника 
существует оптимальное соотношение как про-, 
так и противовоспалительных микроорганиз-
мов, которые обеспечивают сигналы для разви-
вающейся иммунной системы, контролируемой 
геномом хозяина, что приводит к балансу актив-
ности Treg и Th17. Состав микробиоты кишечни-
ка может являться фактором риска для развития 
аутоиммунных или инфекционных заболеваний, 
которые зависят от баланса Treg/Th17. Клетки 
Treg и Th17 являются мощным средством, с по-
мощью которого слизистая оболочка может быть 
защищена от нежелательных воспалительных 
реакций на микробиоту (посредством Treg) и в 
то же время эффективно реагировать на микроб-
ные инфекции (Th17-лимфоцитами). Важную 
роль в развитии ВЗК играют особенности орга-
низма – описан спектр генетических вариантов, 
ассоциированных с болезнью Крона [17, 19, 26]. 
Пусковым фактором для начала заболевания мо-
гут быть факторы окружающей среды, например 
дисбиоз кишечника (ДБ)  – измененный состав 
микробиоты [7]. В составе кишечной микрофло-
ры выделены «провоспалительные» и «противо-
воспалительные» микрооганизмы. Так, противо-
воспалительным действием обладает B.  fragilis. 
Эффект B.  fragilis зависит от капсульного поли-
сахарида A (PS-A). Воздействие PS-A in vivo и in 
vitro является достаточным для индукции выра-
ботки Treg и цитокинов (IL-10 и TGF-β). Моно-
колонизация безмикробных мышей B.  fragilis 
индуцирует размножение CD4 T-клеток и увели-
чивает количество Treg-лимфоцитов до уровней, 
сходных с таковыми у традиционно выращен-
ных мышей [18]. Кроме того, была определе-
на роль сегментированных нитчатых бактерий 
(segmented filamentous bacteria  – SFB) в управ-
лении развитием клеток Th17 в lamina propria. 
Колонизация безмикробных мышей штаммом 
SFB приводила к увеличению числа Th17 [11]. 
Увеличение количества провоспалительных ми-
кроорганизмов может способствовать повыше-
нию активности клеток Th17 и, таким образом, 
предрасполагать генетически восприимчивых 
людей к Th17-опосредованному аутоиммунному 
заболеванию [10]. Альтернативно уменьшение 

или отсутствие противовоспалительных микро-
бов может привести к недостаточному развитию 
субпопуляции Treg [6, 9]. Характерные измене-
ния в субпопуляционном составе лимфоцитов 
периферической крови при ВЗК предопределя-
ют эффективность биологической терапии [2]. 
Этот дисбаланс приводит к изменению цитоки-
нового профиля в крови пациентов, но особенно 
эти изменения выражены на местном уровне [3]. 
Микробиота человека состоит в основном из 
анаэробов типа Firmicutes и Bacteriodetes [4]. У па-
циентов с БК было обнаружено уменьшение раз-
нообразия в типе Firmicutes, в частности в группе 
Clostridium leptum. Известно, что C. leptum про-
дуцирует бутират, короткоцепочечную жирную 
кислоту, которая является источником энергии 
для кишечного эпителия [28]. Было также пока-
зано, что бутират подавляет провоспалительную 
мРНК в энтероцитах. В нескольких независимых 
исследованиях было показано, что количество 
Bacteroidetes, Ruminococcaceae, Faecalibacterium и 
Lachnospiraceae особенно низкое у пациентов с 
БК, тогда как уровень Actinobacteria, Escherichia/
Shigella и Proteobacteria повышен по сравнению со 
здоровыми людьми [13, 15].

Было показано, что гликопротеин 2 (GP2), 
основной белок гранул зимогена поджелудочной 
железы, выделяется с пищеварительными фер-
ментами в кишечник [24]. Более того, оказалось, 
что GP2 может связывать FimH-позитивные бак-
терии [14]. Антитела против GP2 были обнаруже-
ны в крови пациентов с БК [5]. Антитела против 
GP2 были обнаружены также в фекальных образ-
цах пациентов с БК, но этот факт был мало из-
учен [30].

Целью исследования было изучение уровня 
анти-GP2-антител в крови и фекалиях детей с 
ВЗК по сравнению с группой ДБ.

Материалы и методы
Обследовано 110 детей (64 мальчика и 46 де-

вочек) в возрасте 12,3 (2,6-17,9) года. Когорта 
пациентов состояла из 36 пациентов с болезнью 
Крона, 30 пациентов с язвенным колитом, длите
льность заболевания – 51 (2-169) месяц (см. табл. 1),  
группу сравнения составили 44 пациента с дис-
биозом кишечника (ДБ). Диагноз «БК» или «ЯК» 
установлен на основании клинических данных и 
комплексного обследования с учетом лаборатор-
ных, эндоскопических и гистологических крите-
риев (критерии Леннарда–Джонса) [16]. Фенотип 
заболевания был определен на основе Монреаль-
ской классификации [27, 29]. У детей с ДБ диа-
гноз был подтвержден на основании микробио-
логического исследования кала. Исследование 
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было проведено в соответствии с Хельсинкской 
декларацией и одобрено местными этическими 
комитетами. От родителей пациентов было полу-
чено письменное информированное согласие. 

Образцы крови были взяты с использовани-
ем системы BDVacutainer®. Антитела IgG и IgA 
против GP2 тестировали в образцах сыворотки 
и копрофильтратов с помощью коммерческого 
ИФА-набора (Generic Assays, Dahlewitz/Berlin, 
Германия) [25] в соответствии с инструкциями 
производителя. Для исследования использова-
ны образцы сыворотки, взятые одновременно 
с проведением биохимического анализа крови. 
Для определения уровня антител в фекалиях го-
товились водно-солевые копрофильтраты: один 
объем фекалий смешивали с тремя объемами 
забуференного фосфатом солевого раствора и 
осаждали центрифугированием при 3000 об/мин 
в течение 15 минут.

Для статистической обработки результатов 
использовали пакет статистического программ-
ного обеспечения SPSS 15.0 (SPSS Inc., США). 
Применены методы непараметрической стати-

стики, результаты представлены в процентах и 
медианах  – Me (Q0,25-Q0,75). Значения р  <  0,05 
считали значимыми. Для оформления рисунков 
использовалось программное обеспечение Prizm 
(GraphPad Software Inc., США). 

Результаты
Уровни сывороточных IgA и IgG антител про-

тив GP2 представлены в таблице 2. Из таблицы 
видно, что средние уровни анти-GP2 антител 
в сыворотке крови у детей с ВЗК, и особенно в 
группе БК, превышают средние уровни антител 
у детей контрольной группы с ДБ. Распределе-
ние индивидуальных значений уровней анти-
GP2 IgG- и IgA-антител представлено на рисунке 
1А, В. 

Пороговое значение концентрации анти-
GP2 антител cut-off, рассчитанное для взрослых, 
согласно рекомендации производителя тест-
системы составляет 20 Ед/мл. Анализ результа-
тов исследования у детей показал, что пороговые 
концентрации анти-GP2 антител у детей суще-
ственно отличаются от взрослых. Проведенный 

ТАБЛИЦА 1. ДЕМОГРАФИЧЕСКИЕ И КЛИНИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 36 ПАЦИЕНТОВ С БОЛЕЗНЬЮ КРОНА (БК) 
И 30 ПАЦИЕНТОВ С ЯЗВЕННЫМ КОЛИТОМ (ЯК), ВКЛЮЧЕННЫХ В НАСТОЯЩЕЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

TABLE 1. DEMOGRAPHIC AND CLINICAL CHARACTERISTICS OF THE 36 PATIENTS WITH CROHN’S DISEASE (CD) AND THE 
30 PATIENTS WITH ULCERATIVE COLITIS (UC) INCLUDED IN THE PRESENT STUDY

Количество пациентов (n)
Number of patients (n)

БК
CD

ЯК
UC

36 30
Пол (м/ж)
Sex (m/f) 24 (66,7%)/12 (33,3%) 19 (63,3%)/11 (36,7%)

Возраст (М±SD) годы
Age (mean±SD) years 12,9±3,8 11,6±4,8

Длительность заболевания (М±SD), 
месяцы 
Disease duration (mean±SD), month

46,0±37,1 57,0±48,9

Расположение, n (%) 
Location, n (%)

L1: 7 (19,4%) E1: 5 (16,7%)
L2: 12 (33,3%) E2: 4 (13,3%)
L3: 17 (47,3%) E3: 21 (70%)

Прогрессирование, n (%) 
Behaviour, n (%)

B1: 23 (63,9%)
B2: 5 (13,9%)
B3: 2 (5,5%)
P: 6 (16,7%)

Возраст постановки диагноза, n (%) 
Diagnosis age, n (%)

A1: 36 (100%)
A2: 0 (0%)
A3: 0 (0%)

Примечание. Фенотип заболевания определен на основе Монреальской классификации [27, 29].
Note. The phenotype of the disease is determined based on the Montreal classification [27, 29].
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Рисунок 1. Результаты исследования уровней анти-GP2 антител классов G и А в сыворотке крови обследованных 
детей
Примечание. А – уровни анти-GP2 IgG-антител в сыворотке крови обследованных детей. Медианы по группам обозначены 
черными линиями. Уровень cut-off обозначен серой линией. Б – ROC-анализ уровней анти-GP2 IgG-антител в сыворотке 
крови обследованных детей. В – уровни анти-GP2 IgА-антител в сыворотке крови обследованных детей. Медианы по группам 
обозначены черными линиями. Уровень cut-off обозначен серой линией. Г – ROC-анализ уровней анти-GP2 IgА-антител 
в сыворотке крови обследованных детей.
Figure 1. Results of the anti-GP2 antibody of G and A classes levels study in the serum of the examined children
A, levels of anti-GP2 IgG antibodies in the serum of the examined children. Group medians are indicated by black lines. The cut-off level is 
indicated by a gray line. B, ROC-analysis of anti-GP2 IgG antibody levels in the serum of the examined children. C, levels of anti-GP2 IgA 
antibodies in the serum of the examined children. Group medians are indicated by black lines. The cut-off level is indicated by a gray line. D,  
ROC-analysis of anti-GP2 IgA antibody levels in the serum of the examined children.

ТАБЛИЦА 2. УРОВНИ АНТИ-GP2 КЛАССОВ IgA И IgG АНТИТЕЛ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ (Ед/мл), Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. LEVELS OF THE ANTI-GP2 ANTIBODY OF IgG AND IgA CLASSES IN SERUM (U/ml), Me (Q0.25-Q0.75)

Антитела
Antibody

БК
CD 

ЯК
UC

ДБ
DB

GP2 IgG 6,16 (3,26-18,4) 5,26 (2,97-7,52) 5,23 (2,53-8,85)
GP2 IgA 9,97 (3,35-13,45) 6,08 (2,71-14,26) 2,94 (2,29-6,41)
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ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ROC-АНАЛИЗА УРОВНЕЙ АНТИ-GP2 АНТИТЕЛ КЛАССОВ IgA И IgG В СЫВОРОТКЕ КРОВИ

TABLE 3. RESULTS OF THE ROC-ANALYSIS OF THE ANTI-GP2 ANTIBODY OF IgG AND IgA CLASSES LEVELS IN SERUM

Антитела
Antibody 

Площадь 
под кривой

Area 
under the 

curve

Стандарт-
ная ошибка

Standard 
error

95% доверительные 
интервалы

95% confidence interval
Чувстви-

тельность 
Sensitivity

Специфич-
ность

Specificity

Пороговый 
критерий

Cut-offНижний
Lower

Верхний
Upper

GP2 IgG 0,904 0,032 0,842 0,966 63,2% 100% 13,8
GP2 IgA 0,710 0,054 0,603 0,816 60,5% 78,8% 5,63

ТАБЛИЦА 4. УРОВНИ АНТИ-GP2 КЛАССОВ IgA И IgG АНТИТЕЛ В КОПРОФИЛЬТРАТАХ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 4. LEVELS OF THE ANTI-GP2 ANTIBODY OF IgG AND IgA CLASSES IN THE COPROFILTRATES, Me (Q0.25-Q0.75)

Антитела
Antibody

БК
CD 

ЯК
UC

ДБ
DB

GP2 IgG (Ед/мл)
GP2 IgG (U/ml)

23,5 
(16,15-29,3)

20,45 
(13,63-25,5)

1,99 
(1,26-3,04)

GP2 IgA (Ед/мл)
GP2 IgA (U/ml)

280,9
(107,35-617,08)

215,8
(103,15-375,93)

305,2
(110-66,25)

sIgA (мкг/мл) 
sIgA (μg/ml)

1104,6
(431,73-1714,3)

821,8 
(377,15-1736,2)

162,09 
(50,09-261,65)

GP2IgA/sIgA 0,326 
(0,23-0,512)

0,327 
(0,205-0,435)

2,332 
(1,575-3,523)

ТАБЛИЦА 5. РЕЗУЛЬТАТЫ ROC-АНАЛИЗА УРОВНЕЙ АНТИ-GP2 АНТИТЕЛ В КОПРОФИЛЬТРАТАХ

TABLE 5. RESULTS OF THE ROC-ANALYSIS OF THE ANTI-GP2 ANTIBODY IN THE COPROFILTRATES

Антитела в 
стуле 

Antibody in 
feces

Площадь 
под кривой

Area 
under the 

curve

Стандарт-
ная ошиб-

ка
Standard 

error

95% доверительные 
интервалы

95% confidence interval
Чувстви-

тельность 
Sensitivity

Специфич-
ность

Specificity

Пороговый 
критерий

Cut-offНижний
Lower

Верхний
Upper

GP2 IgG 0,997 0,003 0,991 1,003 100% 100% 8,0
GP2 IgA/sIgA 0,998 0,002 0,993 1,002 97,7% 98,6% 0,784

ROC-анализ показал большую диагностиче-
скую ценность для анти-GP2 антител класса IgG 
(рис.  1Б)  – пороговая концентрация cut-off для 
детей с ВЗК по сравнению с контрольной груп-
пой составила 13,8 Ед/мл, при этом чувствитель-
ность составила 63,2% при 100% специфичности. 
При определении антител IgA против GP2 у па-
циентов с ВЗК по сравнению с группой детей без 
ВЗК оптимальное соотношение чувствительно-
сти и специфичности получено при концентра-
ции антител 5,63 Ед/мл (рис. 1Г). Чувствитель-

ность составила 60,5%, специфичность  – 78,8% 
(табл. 3).

Как и у взрослых пациентов [20], анти-GP2-
антитела в сыворотке крови были выявлены не у 
всех детей с ВЗК. Среди 36 пациентов с БК толь-
ко у 10 (27,7%) антитела против GP2 превышали 
рассчитанный cut-off для IgG, а 20 (55,4%) име-
ли антитела, превышающие рассчитанный cut-
off для IgA. У пяти (16,6%) из 30 пациентов с ЯК 
концентрация анти-GP2 IgG превышала cut-off, 
и у 13 (43,3%) уровень IgA-антител против GP2 
превышал cut-off . Ни у одного из 44 детей кон-
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Рисунок 2. Результаты исследования уровней анти-GP2 антител классов G и А в копрофильтратах обследованных 
детей
Примечание. A – уровни анти-GP2 IgG-антител в копрофильтратах обследованных детей. Медианы по группам обозначены 
черными линиями. Уровень cut-off обозначен серой линией. Б – уровни анти-GP2 IgА-антител в копрофильтратах 
обследованных детей. Медианы по группам обозначены черными линиями. В – уровни секреторных IgA (sIgA) в 
копрофильтратах обследованных детей. Медианы по группам обозначены черными линиями. Г – соотношение анти-GP2 IgA/
sIgA в копрофильтратах обследованных детей. Медианы по группам обозначены черными линиями. Уровень cut-off обозначен 
серой линией.
Figure 2. Results of the anti-GP2 antibody of G and A classes levels study in the coprofiltrates of the examined children
A, levels of anti-GP2 IgG antibodies in the coprofiltrates of the examined children. Group medians are indicated by black lines. The cut-off level is 
indicated by a gray line. B, levels of anti-GP2 IgA-antibodies in the coprofiltrates of the examined children. Group medians are indicated by black 
lines. C, levels of secretory IgA (sIgA) in the coprofiltrates of the examined children. Group medians are indicated by black lines. D, ratio of anti-
GP2 IgA/sIgA in coprofiltrates of examined children. Group medians are indicated by black lines. The cut-off level is indicated by a gray line.

трольной группы с ДБ не выявлено анти-GP2 IgA, 
и только у 1 (3,3%) уровень анти-GP2 IgG пре-
высил cut-off (15,5 Ед/мл). Уровень IgA-антител 
против GP2 в сыворотке пациентов с БК был зна-
чительно выше по сравнению с пациентами с ЯК 
(p = 0,034) и контрольной группой (p = 0,0028). 

Уровни антител против GP2 в копрофильтра-
тах у детей представлены в таблице 4. Из таблицы 
видно, что в копрофильтратах количество анти-

GP2 IgG антител у детей с ВЗК значимо превы-
шают аналогичный уровень группы сравнения 
(р  <  0,001) (рис. 2А). Cut-off, рассчитанный для 
IgG против GP2 в кале, составил 8,0 Ед/мл со 
100% чувствительностью и 100% специфично-
стью (табл. 5).

Концентрации IgA против GP2 в копрофиль-
тратах как для больных с БК, так и для больных с 
ЯК значимо не отличались от показателей кон-
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трольной группы с ДБ (см. табл. 4 и рис. 2Б). Сле-
дует отметить, что IgA в кале присутствуют в виде 
секреторной формы sIgA. Исследование уровней 
sIgA в копрофильтратах выявило значимое пре-
вышение (p < 0,001) этого показателя у больных 
с ВЗК по сравнению с контрольной группой (см. 
табл. 4 и рис. 2В), что вполне объяснимо тяже-
лым воспалительным процессом у больных ВЗК. 
С учетом более высокого уровня анти-GP2 sIgA у 
пациентов с ВЗК было исследовано соотношение 
анти-GP2 IgA/sIgA. Оказалось, что соотношение 
анти-GP2IgA/sIgA было значительно ниже у па-
циентов с БК и ЯК (р < 0,001), чем у пациентов 
с ДБ (см. табл. 4 и рис. 2Г). Рассчитанный cut-
off составил 0,784 с чувствительностью 97,7% и 
специфичностью 98,6% (см. табл. 5).

Обсуждение
 В результате проведенной работы удалось по-

казать, что в крови детей с ВЗК имеются анти-
GP2 антитела классов IgG и IgA, а в крови детей 
с ДБ таких антител не обнаруживается. Так же 
как и у взрослых пациентов, эти антитела обна-
руживают не у всех пациентов, но у пациентов с 
БК чаще, чем с ЯК [8, 21, 22]. В отличие от взрос-
лых, концентрации анти-GP2 антител у детей 
ниже и рассчитанные нами значения cut-off для 
детей также оказались ниже, чем у взрослых. Та-
кие результаты вполне понятны, поскольку у де-
тей иммунная система находится еще в процес-
се становления. Диагностическое значение для 
ВЗК имеет сывороточная концентрация анти-
GP2 антител класса IgG, для которых площадь 
под кривой составила 0,904. Данный показатель 
имел 100% специфичность при чувствительности 
63,2%. По-видимому, это связано с небольшим 
процентом детей с ВЗК, имеющих сывороточные 
анти GP2-антитела.

Более интересные результаты были получены 
при исследовании анти-GP2 антител в фекалиях. 
Анти-GP2 IgA антитела были обнаружены у всех 
обследованных детей независимо от диагноза. 
Их количество в десятки и сотни раз выше, чем 
в крови, что в целом согласуется с имеющими-
ся данными о физиологической секреции белка 
GP2. Несмотря на то, что GP2 белок открыт уже 
довольно давно, не вполне понятна его функция. 
Этот белок синтезируется в большом количестве 
в поджелудочной железе и выделяется вместе с 
пищеварительными ферментами при каждом по-
ступлении пищи. Вопреки ожиданиям, GP2 бе-
лок не участвует в пищеварении [24]. Показано, 
что GP2 белок способен связываться с грам- бак-
териями, несущими фимбрии 1 типа [14]. Из-
вестно, что одной из функций sIgA является по-

мощь бактериям комменсалам в формировании 
биопленок. Это препятствует вымыванию бла-
гоприятной флоры из кишечника и создает ус-
ловия для ее выживания и размножения [1]. По-
казано, что sIgA кишечника направлены к грам+ 
бактериям [20]. Мы считаем, что грам- бактерии 
используют немного другой механизм: они свя-
зывают GP2 белок, а его, в свою очередь, связы-
вают анти-GP2 sIgA антитела. Это позволяет раз-
личным видам грам- бактерий, с одной стороны, 
образовывать единую биопленку, что дает пре-
имущества для выживания, поскольку формиру-
ются пищевые цепочки разных бактерий, где ме-
таболиты одних бактерий являются субстратом 
для других. С другой стороны, такой механизм 
взаимодействия антител с бактериями через GP2 
препятствует повреждению бактерий антитела-
ми. Мы считаем, что анти-GP2 sIgA антитела в 
фекалиях являются протективными, способству-
ют выживанию грам- комменсалов, поддерживая 
таким образом гомеостаз в кишечнике.

Уровень фекальных анти-GP2 IgА антител в 
нашем исследовании не показал достоверных 
различий от группы сравнения, хотя можно отме-
тить тенденцию к снижению этого показателя у 
больных ВЗК. Эта тенденция к снижению вызы-
вает большой интерес с учетом того, что общий 
уровень IgA в фекалиях у детей с ВЗК значительно 
выше группы сравнения. При этом особенно ин-
формативным представляется анализ соотноше-
ния анти-GP2 IgА к общему уровню секреторных 
IgA. Соотношение GP2-IgA/sIgA у пациентов с 
ВЗК оказалось значимо ниже, чем у детей группы 
сравнения: площадь под кривой составила 0,998 
при чувствительности 97,7% и специфичности 
98,6%, что характеризует высокую диагностиче-
скую значимость полученного нами порогового 
значения 0,784. 

Известен еще один сайт синтеза GP2 белка – 
это М-клетки [14]. В данном случае GP2 является 
мембранным рецептором М-клеток, позволяю-
щим связывать грам- бактерии, несущие фимбрии 
1-го типа. М-клетка использует GP2 для проведе-
ния таких бактерий в свой «карман» и дальней-
шего предоставления их дендритным клеткам. 
Мы считаем, что уровень анти-GP2 IgG антител 
в фекалиях является патогенетически значимым 
для развития ВЗК. С учетом имеющихся данных, 
что повреждение именно М-клетки является тем 
первым очагом воспаления, с которого начина-
ется ВЗК [12], можно предположить, что нали-
чие анти-GP2 IgG-антител в просвете кишечни-
ка будет приводить к фиксации этих антител на 
М-клетках и к повреждению их с помощью од-
ного из антителозависимых иммунологических 
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механизмов. Содержание анти-GP2 IgG антител 
в копрофильтратах у детей с ВЗК оказалось су-
щественно выше, чем у детей группы сравнения. 
Более того, в отличие от довольно редких случаев 
обнаружения анти-GP2 IgG антител в сыворотке 
крови, анти-GP2 IgG антитела в копрофильтра-
тах обнаруживались у 65 детей из 66 больных ВЗК 
и значимо превышали уровень соответствующих 
антител у детей из группы с ДБ, который практи-
чески не отличался от нуля. По-видимому, в здо-
ровом организме нет анти-GP2 IgG антител. Об-
разование анти-GP2 IgG антител ассоциировано 
с формированием очага воспаления в кишечной 
стенке. Далее образуется петля положительной 
обратной связи: чем больше уровень анти-GP2 
IgG антител в кишечнике, тем больше они по-
вреждают М-клетки и провоцируют воспаление 
кишечной стенки, а чем выше воспаление и на-
рушение целостности эпителиального барьера 
кишечника, тем больше анти-GP2 IgG антител 
оказывается в кишечном содержимом. Концен-
трация анти-GP2 IgG антител в копрофильтратах 
показала высокую диагностическую ценность: 
площадь под кривой составила 0,997 при 100% 
чувствительности и специфичности! 

 В результате нашей работы были рассчитаны 
cut-off для анти-GP2 антител классов IgA и IgG в 

крови больных детей. Исследованы уровни анти-
GP2 антител классов IgA и IgG в фекалиях детей 
с ВЗК, рассчитаны cut-off для анти-GP2 антител 
IgG в фекалиях и для соотношения GP2-IgA/sIgA 
антител в фекалиях, что позволяет со 100% чув-
ствительностью и 100% специфичностью диффе-
ренцировать ВЗК от ДБ, имеющего похожую кли-
нику в начале заболевания. Особенно важно, что 
предложенный метод является неинвазивным и 
не доставляет пациенту никаких неудобств, в от-
личие от классической эндоскопии с биопсией. 
Кроме того, мы предложили новую концепцию о 
роли анти-GP2 антител классов IgA и IgG в фе-
калиях. Было обнаружено повышение уровней 
анти-GP2 IgG антител и снижение анти-GP2 IgА 
антител, особенно соотношения GP2-IgA/sIgA. 
По нашему мнению, такие противоположно на-
правленные соотношения анти-GP2 антител 
классов IgA и IgG в фекалиях связаны с разной 
ролью этих антител в патогенезе ВЗК. Анти-GP2 
антитела класса IgA в фекалиях следует рассма-
тривать как протективные, поддерживающие го-
меостаз в кишечнике, а анти-GP2 антитела клас-
са IgG являются патогенетически значимыми для 
развития ВЗК. 
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ВЛИЯНИЕ ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕАТА НАТРИЯ 
НА ПРОТИВОИНФЕКЦИОННУЮ ЗАЩИТУ 
И КРОВЕТВОРЕНИЕ У ПОСТРАДАВШИХ С ПОЛИТРАВМОЙ 
(РАНДОМИЗИРОВАННОЕ ПРОСПЕКТИВНОЕ, ДВОЙНОЕ 
СЛЕПОЕ ПЛАЦЕБО-КОНТРОЛИРУЕМОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ)
Пивоварова Л.П., Громов М.И., Тулупов А.Н., Лапшин В.Н., 
Осипова И.В., Арискина О.Б., Никитин А.В., Малышев М.Е., 
Маркелова Е.В.
ГБУ «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт скорой помощи имени И.И. Джанелидзе», 
Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Цель исследования – изучение влияния дезоксирибонуклеата натрия на противоинфек-
ционную резистентность и кроветворение у пострадавших с политравмой. Проведено одноцентровое 
исследование эффективности дезоксирибонуклеата натрия (низкомолекулярных фрагментов натив-
ной ДНК) у 54 пациентов с политравмой. Основная группа – 27 чел., возраст 39 (29-51) лет, тяжесть 
травмы ISS 26 (22-34) баллов, тяжесть шока ±Т = +12,9 (8,7-15,9) часов. Группа сравнения – 27 чел., 
возраст 40 (26-53), ISS 25 (20-29), ±Т = +12,3 (9,3-13,8). Рандомизация: пациентам со случайным чет-
ным числом вводили 5 мл содержимого флаконов одной серии (четной), с нечетным числом – дру-
гой серии (нечетной) внутримышечно ежедневно с первого по 10 день после травмы. Перед введени-
ем препарата, на 8-е, 15-е дни после травмы исследовали в крови: лейкоциты (× 109/л), эритроциты 
(× 1012/л), IL-6 (пг/мл), СРБ (мг/л), CD117+ и CD34+ мононуклеары, CD14+ моноциты, CD14+ гра-
нулоциты, HLA-DR+ мононуклеары (× 109/л), дефенсин + гранулоциты (HNP1- 3) (%); гемоглобин 
(Hb) и общий белок (ОБ) (г/л) крови – в течение госпитализации. На 7-е сутки у пациентов основной 
группы по сравнению с группой сравнения возрастало количество лимфоцитов (2,36±0,19/1,83±0,18; 
р  =  0,048), моноцитов (0,89±0,07/0,69±0,007; р  =  0,049), CD117+ (0,81±0,07/0,44±0,07; р  =  0,001) 
и CD34+ (0,83±0,07/0,65±0,05; р  =  0,042) мононуклеаров. На 14-е сутки в основной группе воз-
растало по сравнению с группой сравнения количество CD14+ моноцитов (0,38±0,03/0,24±0,02; 
р  =  0,041), HLA- DR+ мононуклеаров (1,34±0,12/1,04±0,08; р  =  0,044), дефенсин  +  гранулоцитов 
(42,0±2,4/34,3±3,7; р = 0,044). У пациентов обеих групп наблюдали сходное снижение концентра-
ций IL-6 и СРБ. Применение препарата способствовало сокращению госпитализации с 39,6 до 32,8 
дней, уменьшению количества осложнений с 39 до 21 в сравниваемых группах. В основной группе 
среднее количество осложнений у одного пациента было в 1,8 раза меньше, чем в группе сравнения 
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(р = 0,014). При развитии осложнений: продолжительность анемии (Hb < 90 г/л) и гипопротеинемии 
(ОБ < 60 г/л) в основной группе была меньше, чем в группе сравнения в 2,5 (р = 0,044) и 3,5 раза 
(р = 0,034) соответственно. 

Применение дезоксирибонуклеата натрия при политравме усиливало миграцию предшественни-
ков кроветворения в кровоток, способствовало повышению противоинфекционных свойств лейко-
цитов, уменьшению продолжительности анемии и гипопротеинемии, сокращению количества ос-
ложнений и срока госпитализации.

Ключевые слова: политравма, противоинфекционная защита, кроветворение, гипопротеинемия, осложнения, 
дезоксирибонуклеат натрия

INFLUENCE OF SODIUM DESOXYRIBONUCLEATE ON 
ANTI-INFECTIOUS PROTECTION AND HEMATOPOIESIS IN 
PATIENTS WITH POLYTRAUMA (RANDOMIZED PROSPECTIVE, 
DOUBLE-BLIND, PLACEBO-CONTROLLED STUDY)
Pivovarova L.P., Gromov M.I., Tulupov A.N., Lapshin V.N., 
Osipova I.V., Ariskina O.B., Nikitin A.V., Malyshev M.E., 
Markelova E.V.
St. Petersburg I. Dzhanelidze Research Institute of Emergency Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to evaluate the effect of sodium deoxyribonucleate on anti-infectious 
resistance and hematopoiesis in patients with polytraumas. A single-center study of sodium deoxyribonucleate 
effectiveness approved by the local Ethics Committee (protocol No. 4 05/18/2016), was conducted in 54 patients 
with polytrauma. The main group included 27 people, at the mean age of 39 (29-51) years old; ISS severity 
score, 26 (22-34). The comparison group comprised 27 people, mean age, 40 years old (26-53), mean ISS 
severity score was 25 points (20 to 29). The patients with randomly attributed even numbers were injected with 5 
ml preparation from vials of even-numbered series, the patients with odd numbers were treated with preparation 
from the odd-numbered series. They were injected intramuscularly daily from day 1 to day 10 after the injury. 
Before treatment, as well as on days 8, 15 after injury, peripheral blood was examined for leukocyte, erythrocyte 
counts, hemoglobin, total protein, blood IL-6, CRP; proportion of CD117+ and CD34+ mononuclear cells, 
CD14+ monocytes, CD14+ granulocytes, HLA-DR+ mononuclear cells, defensin + granulocytes. 

On the day +8, patients from the main group, against the comparison group showed an increase in 
lymphocytes, monocytes, CD117+ and CD34+ cell counts. Serum IL-6 and CRP were decreased in both groups 
of the patients to a similar degree. Terms of hospitalization in the main group were 32.8 days, against 39.6 in 
comparison group. The number of complications per 1 case was, respectively, 21 versus 39, thus being 1.8 times 
less than in comparison group. When developing complications, anemia (Hb < 90 g/l), or hypoproteinaemia 
(< 60 g/l) in the main group was, respectively, 2.5- and 3.5-fold less than in the comparison group. 

Treatment with sodium deoxyribonucleate in polytrauma may promote migration of blood precursors to the 
bloodstream, increase anti-infectious properties of leukocytes, reduce duration of anemia and hypoproteinemia, 
number of complications and decrease the terms of hospitalization.

Keywords: polytrauma, anti-infection protection, hematopoiesis, hypoproteinemia, complications, sodium deoxyribonucleate

Введение
Политравма сопровождается кровопотерей, 

обширными повреждениями тканей и развитием 
системного воспаления, которые создают повы-
шенную нагрузку на иммунную и кроветворную 
системы в силу утраты части клеточных элемен-

тов и последующего их повышенного потребле-
ния в процессах противоинфекционной защиты 
и репарации. Недостаточные резервы организма 
для восстановления перечисленных нарушений 
создают предпосылки для развития различного 
рода осложнений, влияющих на длительность и 
эффективность проводимого лечения [1, 14]. 
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В ходе лечения таких пациентов оправдано 
использование иммунокорригирующих средств, 
которые поддерживают кроветворение и проти-
воинфекционную защиту и, принципиально важ-
но, не усиливают воспаление, что ограничивает 
выбор средств, удовлетворяющих этим услови-
ям. Так, в лечении пострадавших с политравмой 
была показана эффективность внутривенного 
введения иммуноглобулинов, направленного на 
ограничение системного воспаления и одновре-
менно активацию фагоцитоза [22]. Д.Р. Ивченко 
и соавт. [7] приводят данные об эффективности 
использования синтетических препаратов (бес-
тим, галавит), усиливающих противоинфекцион-
ные свойства моноцитов крови и не вызывающих 
активацию системного воспаления. Перспек-
тивными средствами для коррекции нарушений 
кроветворения при сочетанной травме являются 
препараты, созданные на основе нуклеиновых 
кислот и применяемые для восстановления кро-
ветворения у пациентов с лучевой болезнью, по-
сле химитерапии, при тяжелом сепсисе [6, 8]. 

Установлено, что для реализации биологи-
ческой активности содержащих ДНК препа-
ратов важным моментом является сохранение 
нативной (неденатурированной) формы дезок-
сирибонуклеата. Такие препараты повышают 
пролиферативную активность костного мозга и 
интенсивность работы клеток ретикуло-эндоте-
лиальной системы, однако они не исследовались 
при лечении пострадавших с политравмой [6, 8]. 

Регуляторное действие ДНК осуществляет-
ся на клеточном уровне посредством концевых 
CрG фрагментов ДНК, как метилированных, так 
неметилированных [26]. Препарат дезоксирибо-
нуклеата натрия Деринат® на коцевых участках 
полипептидных цепочек содержит не менее 50% 
неметилированных CрG фрагментов, являющих-
ся лигандами эндосомального толл-подобного 
рецептора 9 (TLR9) [15]. В эксперименте на мы-
шах было выявлено, что местное применение де-
зоксирибонуклеата натрия уменьшало отек и по-
вреждение кожи в области пролежней. Данный 
эффект достигался за счет подавления локально-
го окислительного стресса, вызываемого ишеми-
ей-реперфузией на тканевом уровне [23]. 

Цель настоящего исследования заключалась в 
изучении влияния дезоксирибонуклеата натрия 
на противоинфекционную защиту и кроветворе-
ние у пострадавших с политравмой.

Материалы и методы
Деринат® – коммерческий препарат дезокси-

рибонуклеата натрия  – (ЗАО «Техномедсервис», 
Россия, регистрационный № Р N002916/01) пред-
ставляет собой низкомолекулярные фрагменты 
нативной ДНК, полученные из молок осетровых 

рыб. При введении в организм повышенное на-
копление и потребление препарата происходит в 
наиболее активно делящихся клетках – в клетках 
костного мозга, иммунной системы, кожи и сли-
зистых оболочек [8]. 

Дизайн исследования  – проспективное ран-
домизированное, двойное слепое плацебо-кон-
тролируемое. Протокол исследования одобрен 
локальным этическим комитетом (протокол № 4 
от 18.05.2016 г.). 

Критериями включения в исследование были: 
возраст пострадавших от 18 до 70 лет, наличие 
травматического шока II (средней) степени тяже-
сти и III (тяжелой) степени c вероятной летально-
стью менее 50% (прогноз длительности шока ±Т 
от +7,5 часов до +48 часов) по Ю.Н. Цибину [16]. 

Критерии невключения: венерические забо-
левания, вирусный гепатит, ВИЧ, хроническая 
почечная недостаточность, эндокринная пато-
логия, хронические заболевания, требующие 
приема противовоспалительных препаратов, 
хроническая алкогольная или наркотическая за-
висимость, беременность.

Исследуемый препарат и плацебо имели раз-
ные по четности серии выпуска. Ни пациенты, 
ни медицинский персонал не знали, в какой из 
серий находится действующее вещество. Всем 
пострадавшим вводили по одному флакону 
(5,0 мл) препарата/плацебо внутримышечно еже-
дневно однократно в течение 10 дней, начиная 
со следующего дня после травмы. Рандомизация 
осуществлялась на основе генерации 60 случай-
ных чисел. Пациенту с присвоенным случайным 
четным числом вводилась четная серия препара-
та, с нечетным – нечетная.

Из 60 последовательно включенных в исследо-
вание пострадавших с политравмой (май 2016 – 
май 2018) в итоговый анализ вошли 54 пациента. 
Из них 27 человек составили основную группу – I 
(с применением Дерината®) и 27 – группу срав-
нения – II (с плацебо). 6 пострадавших были ис-
ключены из исследования (перевод в другой ста-
ционар, выявление беременности).

Тяжесть полученных повреждений оценивали 
по шкале ISS [17]; комплексную оценку тяжести 
травмы и травматического шока, а также веро-
ятный исход рассчитывали по прогностической 
формуле Ю.Н. Цибина (±Т) [16]. Развивающиеся 
осложнения учитывали с выделением угрожаю-
щих и не угрожающих жизни, а также инфекци-
онных и неинфекционных.

Контрольные значения лабораторных показа-
телей получены при обследовании 28 практиче-
ски здоровых взрослых в возрасте 18-70 лет. 

Всем пациентам проведено клиническое, ин-
струментальное и лабораторное обследование в 
соответствии с клиническими рекомендациями. 
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Дополнительно исследовали состояние имму-
нитета и кроветворения перед первым введе-
нием препарата и далее через 7 и 14 дней (соот-
ветственно, через 1, 8 и 15 дней после травмы). 
Оценивали количество форменных элементов 
крови и содержание гемоглобина (Нb) (гемато-
логический анализатор Sysmex XT4000, Япония). 
Определяли фенотипические и активационные 
маркеры клеток крови иммуноцитохимическим 
методом с использованием системы визуализа-
ции (Novolink Polymer Detection Systems, Вели-
кобритания) и моноклональных антител (Leica 
Biosystems, Великобритания): относительное и 
абсолютное количество клеток, экспрессирую-
щих рецептор фактора стволовых клеток CD117+ 
(NCL cKIT) и адгезионный рецептор стволо-
вых клеток CD34 (RTU-END), CD14+ моно-
цитов и CD14+ нейтрофильных гранулоцитов 

(НГ) (NCL-CD14), HLA- DR+ мононуклеаров 
(NCL- LN3), дефенсин+ нейтрофильных грану-
лоцитов, (human neutrophil peptides, HNP 1-3) 
(Def+НГ). Также определяли концентрацию в 
крови IL-6 (ИФА, АО «Вектор Бест», Россия), 
С-реактивного белка (СРБ) и общего белка (ОБ) 
(Cobas 6000, с501, Швейцария). Содержание Hb 
и ОБ в крови пациентов оценивали в течение 
всего срока госпитализации. У каждого больного 
подсчитывали количество дней с зафиксирован-
ной анемией (Hb < 90 г/л) и гипопротеинемией 
(ОБ < 60 г/л). 

Статистическая обработка данных прове-
дена с помощью пакета прикладных программ 
Statistica 10. Описательная статистика таблиц 
представлена показателями средней величины 
и ее средней ошибки (M±m), а также расчетом 
процентных долей. Оценка различий количе-

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ПОСТРАДАВШИХ И РЕЗУЛЬТАТЫ ЛЕЧЕНИЯ

TABLE 1. CHARACTERIZATION OF PATIENTS AND TREATMENT RESULTS

Показатели
Indicators

Группы 
Groups

I II

Количество пациентов
Number of patients 27 27

Мужчины (%)
Male (%) 21 (78%) 20 (74%)

Возраст, лет
Age, years 39 (29-51) 40 (26-53)

Автотравма/кататравма, количество
Сaraccident/catatrauma, number 22/5 21/6

Шок II степени (%)
Shock II degree (%) 17 (63%) 16 (59%)

Шок III степени (%)
Shock III degree (%) 10 (37%) 11 (41%)

Тяжесть травмы ISS, баллы
Injury severe score, points 26 (22-34) 25 (20-29)

Тяжесть шока ±T, часы
Shock score ±T, hours +12,9 (8,7-15,9) +12,3 (9,3-13,8)

Объем гемотрансфузий всего, л
Total blood transfusion volume, l 1,8 (0,8-2,5) 1,8 (1,1-2,0)

Средняя длительность госпитализации, сутки
Average duration of hospitalization, day 32,8 39,6

Умерли 
Died 1 2 

Количество пациентов с осложнениями
Number of patients with complications 13 14

Количество пациентов без осложнений
Number of patients without complications 14 13 

Общее количество осложнений
Total number of complications 21 39
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ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ ОСНОВНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ

TABLE 2. CONTENT OF THE MAIN POPULATIONS OF WHITE BLOOD CELLS IN PATIENTS 

Показатели/
контроль, 
здоровые 
взрослые

Indicators/control 
level,

healthy adults

Группы
пациентов

Patient groups

До
инъекции

Before  
injection

Через 
7 суток

After 7 days

Через 
14 суток

After 14 days p1, 2 p1, 3

1 2 3

Лимфоциты, 
1,88±0,39 × 109л
Lymphocytes, 
1.88±0.39 × 109/l

I
II

1,33±0,09
1,19±0,11

p = 0,329

2,36±0,19
1,83±0,18

p = 0,048

2,04±0,16
1,82±0,17

p = 0,352

0,000
0,004

0,000
0,003

Моноциты, 
0,34±0,13 × 109/л
Monocytes, 
0.34±0.13 × 109/l

I
II

0,56±0,05
0,54±0,06

p = 0,799

0,89±0,07
0,69±0,07

p = 0,049

0,65±0,07
0,46±0,05

p = 0,033

0,000
0,110

0,301
0,311

Нейтрофилы, 
3,1±0,8 × 109/л
Neutrophils, 
3.1±0.8 × 109/l

I
II

9,5±0,6
9,6±0,7
p = 0,914

7,0±0,5
6,9±0,5
p = 0,888

5,9±0,5
5,5±0,6
p = 0,611

0,013
0,014

0,001
0,002

Примечание. p – статистическая значимость различий между группами по U-критерию Манна–Уитни. p – 
статистическая значимость различий по критерию Вилкоксона: p1, 2 – между 1 и 2 сроками наблюдения, p1, 3 – между 1  
и 3 сроками наблюдения.

Note. р, statistical significance of differences between groups according to the Mann–Whitney U test. p, statistical significance of 
differences to the Wilcoxon test: p1, 2, between 1 and 2 periods of observation; p1, 3, between 1 and 3 periods of observation.

ственных показателей произведена с помощью 
непараметрических критериев: при межгруппо-
вом сравнении  – по критерию Манна–Уитни, 
при внутригрупповом  – по тесту Вилкоксона. 
Достоверной считалась статистическая значи-
мость различий p < 0,05.

Результаты
Пострадавшие обеих групп не различались 

по возрасту, полу, тяжести повреждений (ISS) и 
шока (±Т), характеру полученных повреждений, 
объему гемотрансфузионной терапии (табл. 1). 

Не было выявлено различий между группами 
по частоте встречаемости и доминирующей роли 
повреждений различных частей тела, а также по 
содержанию проведенного оперативного и кон-
сервативного лечения. 

На следующие день после травмы пациенты 
группы I не отличались от группы II по уровню 
в крови гемоглобина (Нb, г/л -107±3 и 104±4, 
р = 0,551) и общего белка (ОБ, г/л – 56±1 и 54±2, 
р = 0,189) соответственно. 

Анализ состояния пациентов в ходе стацио-
нарного этапа показал, что у 17% всех пациентов 
с политравмой (5 в группе I и 4 в группе II) от-
сутствовали какие-либо осложнения. У 33% (9 в 
группе I и 9 в группе II) отмечали развитие только 
анемии и/или гипопротеинемии. У 50% пациен-
тов (13 в группе I и 14 в группе II) были выявлены 

как лабораторные признаки анемии и/или гипо-
протеинемии, так и клинические осложнения.

Результаты мониторинга состояния кроветво-
рения и иммунитета у пациентов представлены в 
таблице 2. При сравнительном исследовании ко-
личества форменных элементов крови в группе I 
(получавших Деринат) на 7-е сутки наблюдения 
выявили достоверно более высокие уровни лим-
фоцитов и моноцитов по сравнению с группой II. 
Количество гранулоцитов в обеих группах не раз-
личалось в течение всего периода наблюдения.

С целью оценки влияния препарата на ранний 
этап кроветворения и связанного с ним репара-
тивного процесса исследовали содержание в кро-
ви CD117+ и CD34+ клеток (табл. 3). У пациентов 
обеих групп исходное содержание этих клеток 
перед первым введением препарата превыша-
ло значение нормы в 3-3,5 раза. Через 7 суток в 
группе I наблюдали достоверное увеличение ко-
личества CD117+ клеток в 1,8 раза, в отличие от 
группы II, где количество этих клеток не изме-
нялось на протяжении всего срока наблюдения. 
Количество CD34+ мононуклеаров через 7 суток 
достоверно возрастало как у пациентов группы I 
(в 1,46 раза), так и группы II (в 1,41 раза). При 
этом в группе I абсолютное количество этих кле-
ток оказалось достоверно большим. 

О состоянии ранней противоинфекционной 
защиты можно судить по уровню содержания в 
крови CD14+ моноцитов, CD14+НГ, HLA-DR+ 
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ТАБЛИЦА 3. СОДЕРЖАНИЕ CD14+, HLA-DR+, CD117+, CD34+ МОНОНУКЛЕАРОВ, CD14+ И ДЕФЕНСИН+ НЕЙТРОФИЛЫ  
В КРОВИ ПАЦИЕНТОВ
TABLE 3. CONTENT OF CD14+, HLA-DR+, CD117+, CD34+ MONONUCLEARS, CD14+ AND DEFENSIN+ NEUTROPHILS  
IN THE BLOOD OF PATIENTS

Показатели/контроль, 
здоровые взрослые
Indicators/control level,

healthy adults

Группы
пациентов

Patient groups

До
инъекции

Before  
injection

Через 
7 суток

After 7 days

Через 
14 суток

After 14 days p1, 2 p1, 3

1 2 3
CD117+,
0,13±0,10 × 109/л
CD117+, 
0.13±0.10 × 109/l

I
II

0,46±0,05
0,44±0,08
p = 0,833

0,81±0,07
0,44±0,07
p = 0,001

0,46±0,05
0,39±0,07
p = 0,421

0,001
1,000

0,888
0,640

CD34+ мононуклеары,  
0,17±0,12 × 109/л
CD34+ mononuclear cells, 
0.17±0.12 × 109/l

I
II

0,57±0,04
0,46±0,04
p = 0,058

0,83±0,07
0,65±0,05
p = 0,042

0,64±0,05
0,61±0,07
p = 0,729

0,003
0,049

0,280
0,070

Моноциты CD14+,
0,03±0,01 × 109/л
Monocytes CD14+,
0.03±0.01 × 109/l

I
II

0,29±0,03
0,27±0,02
p = 0,615

0,44±0,04
0,40±0,03
p = 0,712

0,38±0,03
0,24±0,02
p = 0,041

0,041
0,045

0,209
0,490

Гранулоциты СD14+,
1,88±0,20 × 109/л
Granulocytes СD14+,
1.88±0.20 × 109/l

I
II

4,5±0,3
4,3±0,4

p = 0,826

3,4±0,2
3,6±0,3

p = 0,554

2,3±0,2
2,9±0,4

p = 0,348

0,029
0,308

0,000
0,061

СD HLA-DR+, 
0,92±0,25 × 109/л
CD HLA-DR+ 
0.92±0.25 × 109/l

I
II 

1,04±0,06
0,85±0,06
p = 0,030

1,52±0,08
1,26±0,13
p = 0,096

1,34±0,12
1,04±0,08
p = 0,044

0,000
0,006

0,030
0,064

Def+ нейтрофилы, 
51,3±14,4%
Def+ neutrophils, 
51.3±14.4%

I
II

40,3±2,6
42,0±3,0
p = 0,382

43,4±2,9
38,1±3,0
p = 0,842

42,0±2,4
34,3±3,7
p = 0,044

0,725
0,428

0,037
0,165

Примечание. См. примечание к таблице 2.
Note. As for Table 2.

ТАБЛИЦА 4. СОДЕРЖАНИЕ IL-6 И СРБ В КРОВИ ПАЦИЕНТОВ 
TABLE 4. BLOOD IL-6 AND CRP IN PATIENTS

Показатели/контроль, 
здоровые взрослые
Indicators/control level,

healthy adults

Группы
пациентов

Patient groups

До
инъекции

Before  
injection

Через 
7 суток

After 7 days

Через 
14 суток

After 14 days p1, 2 p1, 3

1 2 3

IL-6, 
2,11±2,84 пг/мл
2.11±2.84 pg/ml 

I
II

115±14
134±14
p = 0,343

51±7
74±9

p = 0,049

25±3
29±5

p = 0,496

0,000
0,000

0,000
0,000

СРБ, 
1,16±0,66 мг/л
CRP, 
1.16±0.66 mg/l

I
II

69±6
84±8

p = 0,141

82±13
82±12

p = 1,000

21±4
35±7

p = 0,090

0,369
0,890

0,000 
0,000

Примечание. См. примечание к таблице 2.
Note. As for Table 2.
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мононуклеаров, а также по степени мобилиза-
ции из костного мозга в кровь Def+НГ. Антигены 
CD14 экспрессируются в составе Toll-подобных 
рецепторов 4 типа (Toll-like receptor 4, TLR4) 
на мембране моноцитов, макрофагов и НГ для 
раннего распознавания консервативных пато-
ген-ассоциированных мембранных паттернов 
(ПАМП). Высокоспецифичное распознава-
ние бактериальных антигенов и презентация их 
Т-лимфоцитам связаны с экспрессией антиге-
нов МНС II класса – HLA-DR – макрофагами, 
моноцитами, В-лимфоцитами, дендритными 
клетками. Бактерицидная активность НГ в зна-
чительной степени определяется присутствием в 
лизосомах α-дефенсинов 1-3 типа (антимикроб-
ных пептидов), с помощью которых осуществля-

ется киллинг бактерий и вирусов [9]. Дефенсины 
выявляются в миелоидных клетках, начиная со 
стадии промиелоцита [4]. 

Перед первым введением препарата в обеих 
группах содержание CD14+моноцитов в крови 
пострадавших в 9-10 раз превышало значение 
нормы (табл. 3). Через 7 дней количество этих 
клеток возрастало в обеих группах в 1,5 раза. 
На 14 сутки наблюдали достоверно более высо-
кое содержание CD14+ моноцитов в группе I по 
сравнению с группой II. Содержание CD14+НГ 
плавно снижалось у пациентов обеих групп на 
протяжении 14 дней, но в большей степени у па-
циентов группы I. Количество антигенпрезен-
тирующих HLA-DR+ мононуклеаров исходно 
не отличалось от уровня нормы в обеих группах. 

ТАБЛИЦА 5. СОДЕРЖАНИЕ МОНОНУКЛЕАРОВ CD117+, CD34+ И Def+ НЕЙТРОФИЛОВ В КРОВИ ПАЦИЕНТОВ 
С РАЗЛИЧНЫМ ТЕЧЕНИЕМ ПОЛИТРАВМЫ
TABLE 5. THE CONTENT OF MONONUCLEAR CELLS CD117+, CD34+ AND Def+ NEUTROPHILS IN THE BLOOD OF PATIENTS 
WITH DIFFERENT COURSE OF POLYTRAUMA

Показатели/
контроль, 
здоровые 
взрослые

Indicators/control 
level,

healthy adults

а) с осложнениями
б) без осложнений 
a) with соmplications 

b) without соmplications

Группы
пациентов

Patient groups

До
инъекции

Before  
injection

Через 
7 суток

After 7 days

Через 
14 суток

After 14 days

CD117+, 
0,13±0,10 × 109/л
CD117+, 
0.13±0.10 × 109/l

а)
I 
II

0,48+0,06
0,42+0,07
p = 0,522

0,81+0,09
0,21+0,13
p = 0,001

0,68+0,08
0,44+0,11 
p = 0,607

б)
b)

I 
II

0,49+0,06 
0,40+0,05
p = 0,468

0,74+0,11 
0,60+0,10
p = 0,356

0,55+0,07
0,42+0,07
p = 0,206

CD34+, 
0,17±0,12 × 109/л
CD34+,
0.17±0.12 × 109/l 

а)
I 
II

0,48+0,06
0,46+0,07
p = 0,830

0,66+0,07
0,51+0,09
p = 0,278

0,66+0,08
0,41+0,10
p = 0,038

б)
b)

I 
II

0,51+0,07
0,41+0,06
p = 0,289

0,82+0,07
0,64+0,06
p = 0,063

0,51+0,05
0,60+0,11
p = 0,467

Def+ нейтрофилы,
51,3±14,4%
Def+ neutrophils, 
51.3±14.4% 

а)
I 
II

32,7+4,3
38,3+6,8
p = 0,414

42,8+7,2
36,4+5,8
p = 0,488

45,4+5,8
32,24+5,5
p = 0,102

б)
b)

I 
II

28,9+6,4
43,4+6,1
p = 0,120

31,8+5,2
38,1+8,3
p = 0,594

35,8+5,3
34,4+8,1
p = 0,722

Примечание. p – достоверность различий между одноименными подгруппами пациентов в основной группе и группе 
сравнения по U-критерию Манна–Уитни. 

Note. р, the significance of the difference between the groups of patients of the main and comparison according to the Mann–
Whitney U test.
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Через 7 дней количество этих клеток достоверно 
возрастало в обеих группах в 1,5 раза по сравне-
нию с исходным уровнем. В группе I достигнутое 
повышение сохранялось и на 14-й день наблюде-
ния в отличие от группы II, что свидетельствова-
ло об активирующем влиянии препарата на анти-
генпрезентирующую функцию мононуклеаров.

Содержание в крови Def+НГ до введения пре-
парата в обеих группах было в пределах рефе-
ренсных значений. В группе I наблюдали неболь-
шой рост относительного содержания Def+НГ 
на протяжении 14 дней (табл. 3), в то время как 
у пациентов группы II доля этих клеток плавно 
снижалась в популяции гранулоцитов, достигая 
достоверного различия между группами к 14-му 
дню.

Итак, усиление миграции в кровь предше-
ственников кроветворения (CD117+   и   CD34+) 
под влиянием Дерината происходило к 7-му дню 
наблюдения. К 14-му дню возрастало количество 
клеток, отражающих состояние противоинфек-
ционной защиты,  – CD14+ моноцитов, HLA-
DR+ мононуклеаров, Def+НГ. 

Введение препарата не сопровождалось уси-
лением системного воспаления у обследованных 
пациентов (табл. 4). Высокие концентрации IL-6 
и СРБ, исходно отмеченные у пациентов обеих 

групп, одинаково плавно снижались на протяже-
нии 14 дней. 

Для более детального изучения эффективно-
сти применения Дерината® в группах I и II были 
выделены подгруппы: а) с клинически значи-
мыми осложнениями (инфекционными, неин-
фекционными, угрожающими жизни, не угро-
жающими жизни – 13 чел.) и б) без осложнений 
(14 чел.). 

При сравнительном анализе содержания в 
крови предшественников кроветворения и кле-
ток противоинфекционной защиты (табл. 5) выя-
вили более выраженный иммунокорригирующий 
эффект Дерината® у пациентов с осложнениями 
(подгруппы Ia и IIa). В подгруппе Ia наблюдали 
1,7-кратное увеличение содержания СD117+ мо-
нонуклеаров к 7-м суткам после начала введения 
препарата в отличие от 2-кратного снижения со-
держания этих клеток у пациентов подгруппы IIa 
(p  =  0,001). Содержание СD34+ мононуклеаров 
возрастало в подгруппе Ia в 1,4 раза к 14 дню и 
достоверно отличалось от аналогичного показа-
теля в подгруппе IIa (p = 0,038). В подгруппах Iб 
и IIб не выявили достоверных различий в содер-
жании СD117+ и СD34+ мононуклеаров в течение 
14 дней.

ТАБЛИЦА 6. ВЛИЯНИЕ ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕАТА НАТРИЯ НА ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ АНЕМИИ, 
ГИПОПРОТЕИНЕМИИ И КОЛИЧЕСТВО ОСЛОЖНЕНИЙ

TABLE 6. EFFECT OF SODIUM DEOXYRIBONUCLEATE ON THE DURATION OF ANEMIA, HYPOPROTEINEMIA AND  
THE NUMBER OF COMPLICATIONS

Показатели/осложнения
Indicators/сomplications

Подгруппа пациентов с осложнениями (а)
Patients with complications (а)

p
основной группы (Ia)

of main groupe (Ia) 
группы сравнения (IIa)
of comparison groupe (IIa) 

Гемоглобин крови < 90 г/л, дни
Blood hemoglobin< 90 g/l, days 3,2±1,3 7,9±2,1 0,044

Общий белок сыворотки < 60 г/л, 
дни
Total proteins < 60 g/l, days

8,2±2,2 19,5±4,1 0,034

Количество осложнений у 1 
пациента
All complications in 1 patient

1,6±0,3 3,0±0,4 0,014

Количество инфекционных 
не угрожающих жизни осложнений 
у 1 пациента
Non-life-threatening infectious in 
1 patient

0±0 0,9±0,3 0,044

Примечание. См. примечание к таблице 2.
Note. As for Table 2.
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Характерной особенностью пациентов с по-
литравмой оказалось уменьшение доли НГ, со-
держащих антимикробные пептиды  – дефенси-
ны (Def+НГ). У пациентов подгрупп, получавших 
Деринат® (Ia и Iб), отметили тенденцию посто-
янного роста содержания этих клеток в течение 
14 дней, причем более выраженное увеличение 
наблюдали в подгруппе Iа (с осложнениями). В 
подгруппах, получавших плацебо (Iб и IIб), про-
центное содержание Def+НГ постепенно снижа-
лось на протяжении 14 дней (табл. 5). 

Общеклиническая оценка применения Дери-
ната в комплексной терапии пациентов с поли-
травмой была следующей. Продолжительность 
стационарного лечения у пациентов группы I, 
получавших Деринат, оказалась меньше на 7 дней 
и составила 32,8 дня, в то время как в группе II 
c плацебо – 39,6 дня. Наибольший эффект пре-
парата выявили в группах с осложнениями по-
литравмы (табл. 6). У пациентов подгруппы Ia по 
сравнению с пациентами подгруппы IIa исполь-
зование Дерината® способствовало достоверному 
уменьшению количества осложнений в 1,8 раза, 
причем преимущественно за счет инфекцион-
ных, не угрожающих жизни. Также отметили до-
стоверное уменьшение продолжительности ане-
мии и гипопротеинемии у пациентов подгруппы 
Ia по сравнению с пациентами подгруппы IIa на 
4,7 дня и 11,3 дня соответственно. 

При введении препарата мы не наблюдали 
усиления местных и системных проявлений вос-
паления, а также каких-либо иных нежелатель-
ных эффектов.

Обсуждение
Обширные повреждения, в том числе и ме-

ханические, являются причиной интенсивной 
миграции клеток из костного мозга, в том числе 
и стволовых, необходимых для восстановления 
тканей, усиления противоинфекционной защи-
ты и формирования репаративных процессов. 
Уровень активации костномозгового кроветво-
рения, репаративной активности и репопуля-
ции гемопоэтических стволовых клеток можно 
оценивать по количеству циркулирующих в кро-
ви мононуклеаров, экспрессирующих рецептор 
фактора роста стволовых и тучных клеток CD117 
(SCFR, тирозинкиназа Kit) и адгезионный ре-
цептор стволовых клеток CD34 [19]. Количество 
циркулирующих в крови моноцитов и зрелых 
гранулоцитов и их способность к активации от-
ражают компетентность костномозгового кро-
ветворения при политравме. 

Положительный результат применения на-
тивных фрагментов ДНК у пострадавших с по-
литравмой состоял в увеличении в крови количе-
ства мононуклеаров, экспрессирующих рецептор 

фактора роста стволовых и тучных клеток CD117 
и адгезионный рецептор стволовых клеток CD34 
(табл. 3), что свидетельствовало об усилении ми-
грации стволовых клеток в кровоток. Максимум 
этого эффекта отмечался через 7 дней после на-
чала введения препарата. 

Известно, что у здоровых взрослых около по-
ловины НГ содержат в лизосомах антимикроб-
ные пептиды α-дефенсины 1-3 типа (Def+НГ), 
которые осуществляют лизис микроорганизмов 
внутри- и внеклеточно. При политравме ско-
рость противоинфекционного «реагирования» 
фагоцитов приобретает особое значение в силу 
легкости проникновения инфекции через по-
врежденные покровные ткани и транслокации 
эндогенной микрофлоры со слизистых оболочек 
в кровь в условиях нарушенной гемодинамики и 
тканевой гипоксии [11]. У пациентов, получав-
ших Деринат®, наблюдали достоверное увеличе-
ние относительного содержания в крови Def+НГ, 
в то время как у пациентов, получавших плацебо, 
этот показатель прогрессивно снижался (табл. 3).

Острая анемия и гипопротеинемия являют-
ся закономерным следствием тяжелой травмы и 
массивной кровопотери. Применение Дерина-
та® способствовало уменьшению длительности 
посттравматической анемии и гипопротеинемии 
(табл.  6). Это крайне важно для устранения не-
благоприятного действия тканевой и гемической 
гипоксии, улучшения белкового обмена, а так-
же восстановления антимикробного потенциала 
крови и активизации репаративного процесса в 
тканях. 

Результаты исследования продемонстриро-
вали, что в условиях дополнительной активации 
костномозгового кроветворения у пострадавших 
с политравмой могут быть улучшены результаты 
лечения. У пациентов, пролеченных с примене-
нием Дерината®, количество выявленных ослож-
нений оказалось в 1,8 раза меньше, чем у пациен-
тов группы с плацебо. 

Иммунокорригирующее действие Дерина-
та® связано с наличием в нативных фрагментах 
ДНК метилированных и неметилированных CpG 
(цитозин-фосфат-гуанин) дезоксинуклеотидов. 
Оба вида CpG дезоксинуклеотидов способны 
оказывать активирующее влияние на реакции 
врожденного иммунитета. После проникновения 
внутрь клетки неметилированные CpG мотивы 
активируют экспрессию TLR-9 на мембранах эн-
досом моноцитов, макрофагов, В-лимфоцитов и 
дендритных клеток [15, 24]. Конститутивно этот 
рецептор экспрессируют только B-лимфоциты и 
плазмоцитоидные дендритные клетки (pDC) [12, 
25]. Метилированные CpG дезоксинуклеоти-
ды также способны вызывать активацию клеток 
иммунной системы, но при этом задействованы 
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другие сигнальные пути [20]. В силу сходства не-
метилированных CpG мотивов фрагментирован-
ной ДНК с ПАМП микроорганизмов они распоз-
наются как антигены. В результате происходит 
активация внутриклеточных сигнальных путей, 
повышение антигенпрезентирующей способно-
сти клеток, усиление продукции микробицидных 
факторов и цитокинов. Активированные имму-
нокомпетентные клетки вызывают вторичную 
активацию клеточного и гуморального иммуни-
тета, фагоцитоза, повышают продукцию гемо-
поэтинов. То есть все клетки иммунной системы 
могут активироваться после взаимодействия с 
CpG-ДНК: непосредственно или посредством 
костимуляции [18]. 

В экспериментальных условиях выявлена спо-
собность дезоксирибонуклеата натрия повышать 
уровень некоторых провоспалительных аген-
тов. По данным Т.В. Русиновой [13], препарат 
усиливал продукцию IL-8 и интерферона-альфа 
клетками крови здоровых людей и пациентов с 
острыми воспалительными заболеваниями носо-
глотки in vitro. В противоположность этому J. Liu 
и соавт.  [23] наблюдали противовоспалительное 
действие Дерината® при применении его в виде 
аппликаций на область экспериментального про-
лежня, состоявшее в ингибировании альфа-ре-
цептора IL-6 в зоне пролежня.

В ходе настоящего исследования было уста-
новлено, что у пострадавших с политравмой ак-

тивация кроветворения и противоинфекционной 
защиты, достигнутая в результате введения Дери-
ната®, не сопровождалась усилением системного 
воспаления (табл. 4).

Заключение
Введение нативных фрагментов дезоксири-

бонуклеата натрия пострадавшим с политравмой 
ежедневно с 1-го по 10-й дни после травмы акти-
вировало миграцию предшественников кровет-
ворения из костного мозга в кровоток и усиливало 
противоинфекционную защиту организма по-
средством увеличения количества нейтрофиль-
ных гранулоцитов, содержащих антимикробные 
пептиды – α-дефенсины 1-3 типа, и моноцитов, 
экспрессирующих антигены распознавания ЛПС 
(CD14+) и антигенпрезентирующие мембранные 
комплексы (CD HLA-DR+). 

Корригирующее влияние дезоксирибонукле-
ата натрия в наибольшей степени проявилось у 
пациентов с осложнениями политравмы. При-
менение препарата способствовало уменьшению 
продолжительности и степени выраженности 
посттравматической гипопротеинемии и анемии. 
Положительный клинический эффект дополни-
тельного применения препарата в комплексном 
лечении пациентов состоял в сокращении срока 
госпитализации и уменьшении количества ос-
ложнений. При этом не наблюдалось усиления 
местных и системных проявлений воспаления. 
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ВЛИЯНИЕ ИНТРАНАЗАЛЬНОГО ПРИМЕНЕНИЯ 
ИМУНОФАНА НА АКТИВНОСТЬ ФАГОЦИТОВ ПРИ 
КОМПЛЕКСНОЙ ТЕРАПИИ ЭКССУДАТИВНОГО 
СРЕДНЕГО ОТИТА У ДЕТЕЙ
Кологривова Е.Н., Плешко Р.И., Щербик Н.В., Староха А.В., 
Чичинскас Э.
ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Томск, Россия

Резюме. Экссудативный средний отит в детском возрасте чаще всего формируется на фоне хро-
нического воспаления в носоглотке, непосредственными участниками которого являются клетки 
фагоцитарного ряда. В работе представлены результаты оценки клинической и иммунологической 
эффективности интраназального использования препарата Имунофан в комплексной терапии экс-
судативного среднего отита. Проводилось динамическое наблюдение (до лечения, через 1 и 3 меся-
ца после лечения) за состоянием таких параметров, как количественное содержание нейтрофилов 
и моноцитов в периферической крови и на мазках-отпечатках со слизистой носа, активность мие-
лопероксидазы в циркулирующих нейтрофилах и содержание интерлейкина IL-8 и IL-18 в назаль-
ном смыве. Клинический статус оценивался с помощью балльной системы, субъективно отражаю-
щей состояние носоглотки и слуховой функции. Обследованы 43 ребенка в возрасте от 3 до 7 лет с 
экссудативным средним отитом, развившимся на фоне хронического аденоидита. Пациенты первой 
группы (22 ребенка) были пролечены с использованием только традиционных подходов (базисная 
терапия). Пациенты второй группы (21 ребенок) дополнительно к базисной терапии получали пре-
парат Имунофан. Группу контроля составили 16 относительно здоровых детей. До начала лечения у 
детей с экссудативным средним отитом отмечалось, в сравнении со здоровыми, повышение относи-
тельного содержания моноцитов в крови, снижение активности миелопероксидазы и концентрации 
IL-8 и IL-18 в назальном смыве. Различия по выраженности клинических симптомов между группами 
больных отсутствовали. Базисная терапия не сопровождалась положительной динамикой в клиниче-
ской картине заболевания. В крови сохранялся относительный моноцитоз и сниженная активность 
нейтрофильной миелопероксидазы; концентрация IL-8 и IL-18 в назальных смывах оставалась низ-
кой. При интраназальном использовании Имунофана к третьему месяцу от начала лечения происхо-
дило восстановление численности циркулирующих моноцитов, отмечалось повышение активности 
миелопероксидазы в нейтрофилах и концентрации IL-8 и IL-18 в назальных смывах. Нормализация 
параметров, характеризующих систему фагоцитов, ассоциировалась, согласно балльной оценке, с 
клинической ремиссией заболевания. Наличие связи клинических данных с результатами, получен-
ными в ходе лабораторного исследования, позволяет говорить о положительном действии препарата 
Имунофан в качества средства, повышающего эффективность традиционной базисной терапии экс-
судативного среднего отита у детей.
Ключевые слова: интраназальная иммунотерапия, экссудативный средний отит, детский возраст, фагоциты, 
миелопероксидаза, цитокины
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EFFECTS OF INTRANASAL IMUNOFAN ADMINISTRATION 
UPON PHAGOCYTIC ACTIVITY IN TREATMENT OF EXUDATIVE 
OTITIS MEDIA IN CHILDREN
Kologrivova E.N., Pleshko R.I., Scherbik N.V., Starokha A.V., 
Chichinskas E.
Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation

Abstract. Exudative otitis media in childhood is most often associated with chronic inflammation in 
the nasopharyngeal area, with immediate participation of phagocytic cells. Our paper presents the data on 
evaluation of clinical and immunological efficacy of intranasal Imunofan use included into complex therapy 
of exudative otitis media. Dynamic observation (before treatment, 1 and 3 months after treatment) of these 
parameters included regular evaluation of the neutrophil and monocyte amounts in peripheral blood and in 
smear imprints from nasal mucosa, determination of myeloperoxidase activity in circulating neutrophils, and 
the content of interleukin IL-8 and IL-18 in the nasal washouts. The clinical status was assessed using a scoring 
system, which subjectively reflected the state of the nasopharynx and auditory function. Fourty-three children 
aged from 3 to 7 years with exudative otitis media associated with chronic adenoiditis were examined. Patients 
of the first group (22 children) were treated using only conventional approaches (basic therapy). The patients 
from the second group (21 children) received Imunofan in addition to the basic therapy. The control group 
consisted of 16 relatively healthy children. Before treatment of the children with exudative otitis media, an 
increase in the relative content of monocytes in their blood, a decreased activity of myeloperoxidase and lower 
concentration of IL-8 and IL-18 in the nasal wash was observed in comparison with healthy controls. No 
differences in severity of clinical symptoms were revealed between the groups of patients. Baseline therapy 
was not accompanied by positive dynamics in the clinical pattern of the disease. Relative monocytosis and 
reduced activity of neutrophilic myeloperoxidase persisted in peripheral blood; the concentration of IL-8 and 
IL-18 in the nasal washings remained low. Following intranasal use of Imunofan, the number of circulating 
monocytes was restored by the third month from the start of treatment, there was an increased activity of 
myeloperoxidase registered in blood neutrophils, as well as higher IL-8 and IL-18 concentrations in the nasal 
washings. Normalization of the phagocytos-related parameters, according to this scoring, was associated with 
clinical remission of the disease. The revealed relationships between clinical data and the results obtained in the 
course of laboratory research suggest a positive effect of Imunofan as an agent that may enhance effectiveness 
of conventional basic therapy of otitis media in children.

Keywords: intranasal immunotherapy, exudative otitis media, childhood, phagocytes, myeloperoxidase, cytokines

Введение
Экссудативный средний отит (ЭСО)  – вос-

палительное заболевание, характеризующееся 
накоплением экссудата различного характера в 
полости среднего уха. ЭСО считается основной 
причиной снижения слуха у детей в возрасте от 
2 до 7 лет на территории Российской Федера-
ции  [1]. Развитию ЭСО обычно предшествуют 
воспалительные процессы в носоглотке. Носо-
глоточная миндалина, будучи иммунокомпетент-
ным органом, при неэффективном воспалении 
может стать очагом инфекции с последующим 
формированием хронического аденоидита (ХА). 
Распространению хронического воспаления на 
территорию полости среднего уха способствует 
анатомическая близость глоточной миндалины 
и евстахиевых труб и ослабление врожденных и 

адаптивных механизмов иммунной защиты [11, 
17]. При инфекционно-воспалительных процес-
сах ЛОР-органов иммунодефицитные состояния 
возникают, прежде всего, на местном уровне [13], 
следовательно, наиболее целесообразной при та-
ких ситуациях является локальная иммунокор-
рекция в очаге воспаления. 

В качестве иммуномодулятора нами был ис-
пользован препарат Имунофан. Показано, что 
эффект Имунофана в комплексном лечении 
острых и хронических воспалительных заболева-
ний связан с влиянием на различные звенья им-
мунной системы, в том числе и на компоненты 
врожденного иммунитета (NК-клетки, интерфе-
роногенез, продукцию провоспалительных ци-
токинов) [4, 5, 6, 7]. Имеющиеся клинические и 
экспериментальные данные указывают на то, что 
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препарат эффективен в низких дозах, для него ха-
рактерна высокая биодоступность. Препарат раз-
решен для местного использования, легко всасы-
вается на уровне эпителия слизистой оболочки, 
выпускается в виде интраназального спрея, что 
теоретически допускает его воздействие через 
полость носа и носоглотку на слуховые трубы и 
барабанную полость. 

Одним из важнейших компонентов и индика-
торов любого воспалительного процесса являют-
ся клетки фагоцитарного ряда  – нейтрофилы и 
макрофаги [14]. Нейтрофилы одними из первых 
начинают формировать зону воспаления, ма-
крофаги поддерживают и завершают, переводя в 
фазу репарации [8]. От активности фагоцитирую-
щих клеток во многом зависит исход воспаления, 
в том числе вероятность его хронизации и гене-
рализации.

Целью настоящей работы была оценка эффек-
тивности лечения экссудативного среднего отита 
у детей с хроническим аденоидитом при местном 
использовании в комплексной терапии препара-
та Имунофан и исследование его влияния на фа-
гоцитарное звено системы иммунитета.

Материалы и методы
В работе представлены результаты комплекс-

ного клинико-лабораторного обследования 59 
детей (24 девочки и 35 мальчиков) в возрасте от 
3 до 7 лет (средний возраст: 4,9±1,3), в том чис-
ле 16 относительно здоровых детей, составивших 
группу контроля. 43 пациентам был выставлен 
клинический диагноз «хронический аденоидит, 
ассоциированный с экссудативным средним от-
итом». Обследование и лечение всех участников 
исследования выполнялось на базе кафедры ото-
риноларингологии ГБОУ ВПО СибГМУ Минз-
драва России после получения положительного 
заключения локального этического комитета. 
Критерием включения в исследование было на-
личие гипертрофии носоглоточной миндалины 
2-3 степеней, отсутствие отягощенного аллер-
гологического анамнеза, отсутствие острых за-
болеваний ушей и верхних дыхательных путей, а 
также наличие информированного согласия ро-
дителей.

Все пациенты путем рандомизации были раз-
делены на две клинические группы в зависимости 
от вида консервативной терапии. Первую группу 
составили 22 ребенка (средний возраст 4,5±1,3 
лет), лечение которых проводилось с использо-
ванием только традиционного подхода (базис-
ная терапия). Консервативное базисное лечение 
включало использование антигистаминных, му-
колитических, сосудосуживающих средств, ме-
ханотерапию (продувание слуховых труб по По-
литцеру, пневмомассаж барабанных перепонок), 

лазерную терапию в полость носа и эндауральный 
электрофонофорез с 3% раствором калия йодида. 
Вторая группа (базисная терапия  +  Имунофан) 
включала 21 ребенка (средний возраст 4,8±1,4 
лет), которые дополнительно к базисной терапии 
получали Имунофан, согласно разработанной 
нами схеме: интраназальный спрей вводился 7 
дней по 1 дозе (50 мкг) в каждую половину носа 
два раза в день, затем по 1 дозе (50 мкг) в каждую 
половину носа 1 раз в день (перед сном) в течение 
14 дней и далее снова по 1 дозе (50 мкг) 2 раза в 
день ежедневно в течение 7 дней (патент на изо-
бретение № 2550966-2015). 

Материалами исследования служили мазок 
периферической крови, взятой утром натощак 
из пальца, мазок-отпечаток со слизистой носа и 
назальный смыв. Взятие материалов и их иссле-
дование у больных детей проводилось трижды: 
при первичном обращении, через 1 и 3 месяца от 
начала лечения. 

Мазки периферической крови готовились 
по стандартной методике и в дальнейшем ис-
пользовались для подсчета лейкограммы и 
оценки активности миелопероксидазы (МП) в 
нейтрофилах. 

Мазок-отпечаток со слизистой носа использо-
вался для оценки клеточного состава ринограм-
мы. В каждый носовой ход вводили ватный туп-
фер, поворачивая его несколько раз вокруг своей 
оси и касаясь стенок носовых ходов, после чего 
оставляли на 5-10 с. Далее после извлечения из 
ноздри вращательными движениями тупфером 
без надавливания проводили по обезжиренным 
предметным стеклам. Полученные мазки высу-
шивали на воздухе, фиксировали в 70% этаноле 
10-15 мин и окрашивали в течение 15 мин по ме-
тоду Романовского–Гимзы. Подсчитывали про-
центное содержание эозинофилов, лимфоцитов, 
макрофагов и нейтрофилов.

Назальный смыв использовали для опреде-
ления концентрации цитокинов, оказывающих 
существенное влияние на клетки фагоцитарного 
ряда: интерлейкина IL-8 и IL-18. Для получения 
смыва ватный тупфер, используемый для приго-
товления мазков-отпечатков со слизистой носа, 
помещали в пробирку с 2,0 мл физиологическо-
го раствора на 30 мин, затем после извлечения 
тупфера содержимое пробирки центрифугиро-
вали в течение 10 мин при 3000 об/мин. Надо-
садочную жидкость хранили при температуре 
-72  °С. Определение концентрации IL-8 и IL-18 
проводилось с помощью твердофазного иммуно-
ферментного анализа с использованием коммер-
ческих наборов «IL-8-ИФА-Бест» и «IL- 18-ИФА-
БЕСТ» (АО  «Вектор-Бест», г.  Новосибирск, 
Россия). Оптическую плотность измеряли на  
автоматическом  иммуноферментном анализато-
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ре (АИФР- 01, ЗАО «ПИКОН», Россия). После 
измерения величины оптической плотности на 
основании калибровочного графика определяли 
концентрацию цитокинов в анализируемых об-
разцах. 

Активность миелопероксидазы в нейтрофиль-
ных гранулоцитах оценивали на мазках крови, 
окрашенных по методу Грэхема–Кнолля. Резуль-
таты учитывали полуколичественным методом с 
использованием принципа Астальди и представ-
ляли в виде среднего цитохимического коэффи-
циента (СЦК) по L.S. Kaplow (1955) [9]. 

Во время проведения клинического осмотра 
родителям предлагалось заполнить анкету, от-
ражающую субъективную оценку общего со-
стояния ребенка. Анкета состояла из 10 вопро-
сов, разбитых на две группы: первые 5 вопросов 
включали оценку выраженности симптомов со 
стороны носоглотки (затруднение носового ды-
хания, храп во сне, кашель, выделения из носа, 
гнусавость), следующие 5  – оценку состояния 
слуховой функции (снижение слуха, шум в ушах, 
неправильное выговаривание слов, дискомфорт 
в ушах, нарушение речи). Каждый из вопросов 
сопровождался пятью вариантами прогрессив-
ных ответов, перечисленных в порядке нарас-
тания выраженности симптома и оцененных в 
балльной системе: 1 балл – отсутствие симптома, 
2 балла – симптом слабо выражен, 3 балла – сим-
птом средне выражен, 4 балла – симптом выра-
жен выше среднего, 5 баллов – симптом сильно 
выражен. Минимальная величина общего коли-
чества баллов – 10, что соответствует состоянию 
относительного здоровья; максимальный размер 
общего балла  – 50, что соответствует выражен-
ным нарушениям. 

Для проведения статистической обработки 
фактического материала использовали пакет 
SPSS Statistica (версия 17.0 для Windows). Прово-
дилась проверка на нормальность распределения 
количественных показателей с использованием 
критерия Шапиро–Уилка. Для оценки значи-
мости различий между группами применялись 
непараметрические критерии: дисперсионный 
анализ Краскела–Уоллиса для оценки внутри-
групповых различий и критерий Манна–Уитни 
с поправкой Бонферрони для проведения попар-
ного внутригруппового сравнения. Для оценки 
различия между двумя независимыми выборка-
ми применялся критерий Манна–Уитни. Оценка 
динамики исследуемых параметров проводилась 
с помощью критерия Вилкоксона. Критический 
уровень значимости при проверке статистиче-
ских гипотез в исследовании принимался рав-
ным 0,05.

Результаты
Основной задачей нашего исследования была 

оценка динамики состояния фагоцитарного зве-

на иммунной системы при использовании Иму-
нофана в комплексной терапии ЭСО. До начала 
лечения относительное содержание моноцитов в 
крови больных детей превышало показатель здо-
ровых в среднем на 75%. На фоне применения 
Имунофана в динамике наблюдения регистриро-
валось постепенное увеличение содержания сег-
ментоядерных нейтрофилов и уменьшение числа 
моноцитов, достигшего нормальных значений к 
третьему месяцу от начала лечения (табл.  1). В 
группе с базисной терапией относительный мо-
ноцитоз сохранялся в течение всего периода на-
блюдения.

Значимых различий в клеточном составе маз-
ков-отпечатков со слизистой носа у больных до 
начала лечения и у здоровых детей выявлено не 
было (табл.  2). Применение Имунофана приво-
дило к уменьшению на слизистой оболочке носа 
числа лимфоцитов и повышению содержания 
нейтрофилов, в то время как проведение базис-
ного лечения не сопровождалось значимыми из-
менениями в течение всего периода наблюдения.

На фоне применения Имунофана происхо-
дило восстановление активности миелоперок-
сидазы в нейтрофилах крови до значений, соот-
ветствующих здоровым детям, тогда как в группе 
базисной терапии активность миелопероксидазы 
в нейтрофилах оставалась пониженной на всех 
этапах наблюдения (табл. 3).

Содержание IL-8 и IL-18 в назальном смыве 
больных детей до начала лечения было почти в 
два раза ниже, чем в группе здоровых (табл. 4, 5). 

На фоне применения Имунофана происходи-
ло увеличение концентрации IL-8 и IL-18 с до-
стижением значений, соответствующих здоро-
вым, тогда как в группе, получающей базисную 
терапию, концентрация этих цитокинов остава-
лась низкой в течение всего периода наблюдения.

Анализ данных анкетирования показал, что 
в ходе всего периода наблюдения у детей с ЭСО 
суммарный балл, отображавший субъективную 
степень выраженности симптомов со стороны 
носоглотки и слуховой функции, более чем в два 
раза превышал аналогичный показатель у здоро-
вых детей, что соответствовало явной симптома-
тике заболевания (табл. 6). 

До лечения различия по выраженности сим-
птомов между исследуемыми клиническими 
группами отсутствовали. В ходе всего периода 
наблюдения в группе, получавшей базисную те-
рапию, статистически значимых изменений со 
стороны выраженности симптомов выявлено не 
было. В группе детей, пролеченных с использо-
ванием Имунофана, уже к первому месяцу на-
блюдения выявлены значимые отличия: на фоне 
применения иммуномодулятора общий балл был 
значительно ниже, чем при базисной терапии 
(p < 0,05). Данное различие сохранялось и к тре-
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ТАБЛИЦА 1. ДИНАМИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ ЛЕЙКОЦИТАРНОЙ ФОРМУЛЫ КРОВИ У ДЕТЕЙ С ЭКССУДАТИВНЫМ 
СРЕДНИМ ОТИТОМ, %, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. DYNAMICS OF LEUKOCYTE BLOOD COUNTS IN CHILDREN WITH EXUDATIVE OTITIS MEDIA, %, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Indicator

Зд
ор

ов
ы

е
H

ea
lth

y
n 

= 
16

Базисная терапия
Basic therapy

n = 22

Базисная терапия + Имунофан
Basic therapy + Imunofan

n = 21
До 

лечения
Before 

treatment

Через 1 
месяц

In 1 month

Через 3 
месяца

In 3 
months

До 
лечения

Before 
treatment

Через 1 
месяц

In 1 month

Через 3 
месяца

In 3 months

Палочкоядерные 
нейтрофилы
Band neutrophils

2
(1-3)

2
(0-4)

3
(1-4)

3
(2-4)

2
(1-3)

3
(2-4)

1**
(1-3)

Сегментоядерные 
нейтрофилы
Segmented neutrophils

50
(43-57)

44
(33-55)

44
(36-52)

43
(32-48)

34*
(25-41)

40
(34-51)

45#

(36-57)

Эозинофилы
Eosinophils

1
(0-2)

1
(0-2)

1
(0-2)

1
(0-1)

1
(1-2)

1
(0-3)

1
(0-3)

Базофилы
Basophils

0
(0-0)

0
(0-0)

0
(0-0)

0
(0-0)

0
(0-0)

0
(0-0)

0
(0-0)

Моноциты
Monocytes

7
(5-9)

10*
(7-13)

10*
(7-15)

10*
(9-13)

15*
(9-17)

12*
(7-13)

8#

(6-11)

Лимфоциты
Lymphocytes

41
(32-46)

42
(32-48)

41
(32-50)

45
(30-52)

49
(32-54)

44
(37-50)

42
(32-52)

Примечание. Статистически значимое различие по сравнению с: * – контролем, ** – базисным лечением, # – 
показателем до лечения, p < 0,05.
Note. Statistically significant difference compared to: *, control; **, basic treatment; #, pre-treatment index; p < 0.05.

ТАБЛИЦА 2. ДИНАМИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ ЦИТОГРАММЫ МАЗКОВ-ОТПЕЧАТКОВ СО СЛИЗИСТОЙ НОСА У ДЕТЕЙ 
С ЭКССУДАТИВНЫМ СРЕДНИМ ОТИТОМ, %, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. DYNAMICS OF CYTOGRAM INDICATORS OF SMEAR PRINTS FROM THE NASAL MUCOSA IN CHILDREN WITH 
EXUDATIVE OTITIS MEDIA, %, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Indicator

Зд
ор

ов
ы

е
H

ea
lth

y
n 

= 
16

Базисная терапия
Basic therapy

n = 22

Базисная терапия + Имунофан
Basic therapy + Imunofan

n = 21
До 

лечения
Before 

treatment

Через 1 
месяц

In 1 month

Через 3 
месяца

In 3 months

До 
лечения

Before 
treatment

Через 1 
месяц

In 1 month

Через 3 
месяца

In 3 months

Нейтрофилы
Neutrophils

62 
(42-81)

81 
(41-93)

64 
(36-81)

75 
(40-95)

75 
(50-94)

87* ** 
(72-96)

96* ** 
(95-100)

Эозинофилы
Eosinophils

0 
(0-0)

0 
(0-1)

0 
(0-0)

0 
(0-0)

0 
(0-0)

0 
(0-0)

0 
(0-0)

Макрофаги
Macrophages

1 
(0-2)

2 
(0-4)

3 
(0-4)

0 
(0-1)

1 
(0-4)

0 
(0-2)

1 
(0-1)

Лимфоциты
Lymphocytes

38 
(19-56)

15 
(2-55)

28 
(13-47)

23 
(5-35)

20 
(2-46)

13* 
(3-20)

4* ** 
(0-5)

Примечание. Статистически значимое различие по сравнению с: * – контролем, ** – базисным лечением, p < 0,05.
Note. Statistically significant difference compared to: *, control; **, baseline treatment; p < 0.05.
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тьему месяцу наблюдения: 23 балла в группе с ба-
зисной терапией и 13 – в группе с Имунофаном 
(p  <  0,05), что соответствовало формированию 
клинической ремиссии (табл. 6).

Обсуждение 
В настоящее время наиболее эффективным 

и распространенным подходом к лечению ЭСО, 
формирующегося у детей на фоне ХА, счита-
ется хирургическое удаление аденоидов [1, 20]. 

Аденотомия, вследствие нарушения важной за-
щитной функции глоточной миндалины, может 
приводить к таким негативным последствиям, 
как понижение сопротивляемости к различным 
возбудителям респираторных заболеваний и 
возникновение других патологий верхних дыха-
тельных путей [20]. Кроме того, хирургическое 
вмешательство имеет широкий спектр противо-
показаний, что обусловливает задержку лечения 
и, как следствие, усугубляет патологические из-

ТАБЛИЦА 3. ДИНАМИКА АКТИВНОСТИ МИЕЛОПЕРОКСИДАЗЫ НЕЙТРОФИЛОВ КРОВИ У ДЕТЕЙ С ЭКССУДАТИВНЫМ 
СРЕДНИМ ОТИТОМ, СРЕДНИЙ ЦИТОХИМИЧЕСКИЙ КОЭФФИЦИЕНТ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 3. DYNAMICS OF NEUTROPHILIC MYELOPEROXIDASE ACTIVITY IN CHILDREN WITH EXUDATIVE OTITIS MEDIA, 
MEAN CYTOCHEMICAL COEFFICIENT, Me (Q0.25-Q0.75)

Группы
Groups

Сроки наблюдения
Terms of observation

До лечения
Before treatment

Через 1 месяц
In 1 month

Через 3 месяца
In 3 months

Здоровые
Healthy 
n = 16 

2,78 
(2,52-2,90)

Базисная терапия
Basic therapy
n = 22

1,85* 
(1,31-2,28)

2,02*  
(1,34-2,21)

1,90* 
(1,42-2,03)

Базисная терапия + Имунофан
Basic therapy + Imunofan
n = 21

1,90*  
(1,54-2,15)

2,20*  
(1,97-2,50)

2,82** # ## 
(2,76-2,95)

Примечание. Статистически значимое различие по сравнению с: * – контролем, ** – базисным лечением, # – 
показателем до лечения, ## – 1-м месяцем, p < 0,05.
Note. Statistically significant difference compared to: *, control; **, baseline treatment; #, pre-treatment index, ##, 1st month; 
p < 0.05.

ТАБЛИЦА 4. ДИНАМИКА КОНЦЕНТРАЦИИ IL-8 (пг/л) В НАЗАЛЬНОМ СМЫВЕ У ДЕТЕЙ С ЭКССУДАТИВНЫМ СРЕДНИМ 
ОТИТОМ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 4. DYNAMICS OF THE CONCENTRATION OF IL-8 (pg/l) IN NASAL WASH IN CHILDREN WITH EXUDATIVE OTITIS 
MEDIA, Me (Q0.25-Q0.75)

Группы
Groups

Сроки наблюдения
Terms of observation

До лечения
Before treatment

Через 1 месяц
In 1 month

Через 3 месяца
In 3 months

Здоровые
Healthy 
n = 16 

422,50 
(399,50-497,50)

Базисная терапия
Basic therapy
n = 22

268,45* 
(194,24-361,69)

192,33* 
(146,67-251,32)

245,62* 
(187,58-379,77)

Базисная терапия + Имунофан
Basic therapy + Imunofan
n = 21

187,58* 
(106,71-289,38)

268,45* ** #

(238,00-437,00)
393,09** 

(218,98-521,53)

Примечание. Статистически значимое различие по сравнению с: * – контролем, ** – базисным лечением, # – 
показателем до лечения, p < 0,05.
Note. Statistically significant difference compared to: *, control; **, basic treatment; #, pre-treatment index; p < 0.05.
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ТАБЛИЦА 5. ДИНАМИКА КОНЦЕНТРАЦИИ IL-18 (пг/л) В НАЗАЛЬНОМ СМЫВЕ У ДЕТЕЙ С ЭКССУДАТИВНЫМ СРЕДНИМ 
ОТИТОМ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 5. DYNAMICS OF THE CONCENTRATION OF IL-18 (pg/l) IN NASAL WASHOUT IN CHILDREN WITH EXUDATIVE OTITIS 
MEDIA, Me (Q0.25-Q0.75)

Группы
Groups

Сроки наблюдения
Terms of observation

До лечения
Before treatment

Через 1 месяц
In 1 month

Через 3 месяца
In 3 months

Здоровые
Healthy 
n = 16 

95,50 
(85,00-222,50)

Базисная терапия
Basic therapy
n = 22

74,39* 
(53,00-100,30)

47,89* 
(37,70-78,47)

72,35* 
(47,89-115,16)

Базисная терапия + Имунофан
Basic therapy + Imunofan
n = 21

55,03* 
(28,53-77,45)

44,83* 
(36,64-64,20)

77,45 
(28,53-130,45)

Примечание. * – статистически значимое различие по сравнению с контролем, p < 0,05.
Note. *, statistically significant difference compared with the control, p < 0.05.

ТАБЛИЦА 6. РЕЗУЛЬТАТЫ АНКЕТИРОВАНИЯ ДЕТЕЙ С ЭКССУДАТИВНЫМ СРЕДНИМ ОТИТОМ, БАЛЛЫ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 6. RESULTS OF THE SURVEY OF CHILDREN WITH EXUDATIVE OTITIS MEDIA, POINTS, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Indicator

Зд
ор

ов
ы

е
H

ea
lth

y
n 

= 
16

Базисная терапия
Basic therapy

n = 22

Базисная терапия + Имунофан
Basic therapy + Imunofan

n = 21
До 

лечения
Before 

treatment

Через 1 
месяц

In 1 month

Через 3 
месяца

In 3 months

До 
лечения

Before 
treatment

Через 1 
месяц

In 1 month

Через 3 
месяца

In 3 months

Суммарный 
балл по 
симптомам 
со стороны 
носоглотки
Total score for 
nasopharyngeal 
symptoms

5 15* 
(12-17)

13* 
(12-17)

14* 
(12-16)

15* 
(12-18)

9* **
(7-10)

7* **
(6-10)

Суммарный 
балл по оценке 
слуховой 
функции
Total auditory 
score

5 13* 
(10-15)

11* 
(9-12)

12* 
(9-15)

11* 
(9-13)

7* **
(6-8)

6* **
(5-6)

Общий балл
Overall score 10 27*

(23-30)
25* 

(19-28)
23*

(20-29)
26*

(23-30)
16* ** #

(14-19)
13** # ##

(11-16)

Примечание. См. примечание к таблице 3.
Note. As for Table 3.

менения в носоглотке и в полости среднего уха. 
Консервативная терапия, способствующая вос-
становлению локальных и системных иммунных 
реакций, является альтернативным подходом, 
способствующим сохранению естественных ме-
ханизмов иммунной защиты. 

Оценивая показатели, характеризующие фаго-
цитарное звено иммунной системы, мы отмети-
ли, что до начала лечения количество моноцитов 
у больных детей превышало нормальные значе-
ния. Аналогичные результаты были получены и в 
проведенных ранее исследованиях [16]. Моноци-
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тоз обычно сопровождает хроническое воспале-
ние [12] и отражает усиление миграции из кост-
номозгового пула, обусловленное повышением 
продукции хемокинов в очаге воспаления [14]. 
Однако ускоренный выход клеток в циркуляцию 
может нарушить процессы их костномозговой 
дифференцировки. Иммуногистохимическое ис-
следование биоптатов глоточных миндалин по-
казало, что у детей с ЭСО увеличено содержание 
интрафолликулярных CD68-экспрессирующих 
клеток (клетки моноцитарного ряда), но вместе с 
этим уменьшено число клеток, соответствующих 
по размерам зрелым макрофагам, в том числе с 
признаками фагоцитарной активности [11]. 

При использовании Имунофана к 3-му ме-
сяцу от начала лечения происходила нормали-
зация относительного содержания моноцитов в 
крови. Терапия с применением иммуномодуля-
тора приводила также к увеличению содержания 
нейтрофилов в мазках-отпечатках со слизистой 
носа, что можно интерпретировать как еще один 
положительный эффект. Выход нейтрофилов 
на поверхность слизистых оболочек считается 
физиологическим процессом, обеспечивающим 
ее защитные свойства [18]. В ряде случаев в ходе 
воспалительных процессов трансэпителиальная 
миграция нейтрофилов нарушается, что сопрово-
ждается накоплением последних в тканевом ин-
фильтрате очага воспаления. Такое накопление 
может приводить к усилению деструкции тканей 
за счет цитолитического действия ферментов и 
кислородных радикалов, высвобождающихся из 
гибнущих клеток. Таким образом, можно пред-
положить, что Имунофан благоприятно влияет 
на миелопоэз и на трансэпителиальную мигра-
цию нейтрофилов. 

Оценка микробицидной способности ней-
трофилов нами проводилась на основании ана-
лиза активности МПО, значимо сниженной в 
обеих клинических группах до начала лечения. 
Согласно данным литературы, уменьшение ак-
тивности МПО является отражением истощения 
функциональных резервов системы фагоцитов, 
обусловленным изменениями цитокинового 
баланса и продукции колониестимулирующих 
факторов  [10]. Синтез МПО в нейтрофилах на-
чинается на стадии миелобласта и полностью за-
вершается на стадии промиелоцита, то есть нако-
пление фермента происходит только в процессе 
дифференцировки, а поступающие в кровоток 
клетки используют этот резерв при реализации 
своих функций [18]. В литературе встречаются 
данные о повышении концентрации IL-10 в кро-
ви детей с ЭСО, протекающем на фоне ХА [2, 
19]. IL-10  – супрессорный цитокин, подавляю-
щий активность моноцитов и макрофагов на-
прямую через соответствующий рецептор, и 

опосредованно через угнетение синтеза IL-18 и 
колониестимулирующих факторов (GM-CSF и 
G-CSF) [3]. Последние отвечают за стимуляцию 
роста и дифференцировку гранулоцитов, а также 
являются дополнительным сигналом для иници-
ации синтеза МПО [21]. Это нашло подтвержде-
ние в наших исследованиях в виде резко снижен-
ной активности МПО в нейтрофилах, что могло 
стать основой нарушения местного иммунитета 
слизистых оболочек.

В литературе мы не встретили сведений, сви-
детельствующих об уменьшении чувствительно-
сти фагоцитов к цитокинам в условиях хрони-
ческого воспаления, однако выявленные нами 
особенности локальной продукции IL-8 и IL-18 
могут указывать на наличие нарушений в других 
звеньях иммунитета, влияющих на созревание и 
функционирование этих клеток. По результатам 
настоящей работы у детей с ЭСО, ассоцииро-
ванным с ХА, до лечения выявлено низкое со-
держание IL-8 в назальном смыве, что совпадает 
с наблюдениями других авторов [7]. IL-8 – один 
из важнейших хемокинов, привлекающих ней-
трофилы в очаг воспаления. Недостаток локаль-
но продуцируемого цитокина может приводить к 
нарушению миграционных процессов в системе 
фагоцитов и усугублять иммунные нарушения. 
Кроме того, нами выявлено низкое содержание 
IL-18 в назальном смыве у детей с осложнен-
ным течением ХА. Одна из основных функций 
IL-18  – индукция секреции γ-интерферона, ко-
торый регулирует пролиферацию и дифференци-
ровку клеток моноцитарного ряда. 

В динамике наблюдения за детьми, получав-
шими Имунофан, происходило повышение кон-
центрации продукции IL-8 и IL-18 в назальном 
смыве и уменьшение содержания циркулирую-
щих в крови моноцитов до нормальных значений. 
Снижение концентрации этих цитокинов наблю-
дали и при использовании данного препарата для 
лечения ХА, не осложненного ЭСО [7]. С учетом 
широкого спектра функциональной активности 
IL-8 и IL-18, особенно в отношении системы 
врожденного иммунитета, можно предположить, 
что восстановление параметров, характеризую-
щих работу фагоцитарного звена, связано с при-
менением Имунофана. 

Оценка данных, полученных в ходе анкетиро-
вания, выявила значимые изменения, свидетель-
ствующие о клиническом улучшении только в 
группе детей, получающих в составе комплексной 
консервативной терапии иммуномодулирующий 
препарат, причем положительный клинический 
эффект при местном применении Имунофана 
отмечался уже к концу первого месяца от начала 
лечения. 
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в составе комплексной терапии экссудативно-
го среднего отита способствует восстановлению 
численности циркулирующих моноцитов, повы-
шению активности миелопероксидазы в нейтро-
филах и концентрации IL-8 и IL-18 в назальных 
смывах. Нормализация параметров, характеризу-

ющих систему фагоцитов, ассоциируется с кли-
нической ремиссией заболевания. Наличие связи 
клинических данных с результатами, полученны-
ми в ходе лабораторного исследования, позволя-
ет говорить о положительном действии препара-
та Имунофан на состояние ринофарингеальной 
зоны и усилении на его фоне эффективности 
традиционной базисной терапии экссудативного 
среднего отита у детей.
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ВЛИЯНИЕ ИММУНОЦИТОТЕРАПИИ НА СОСТОЯНИЕ 
ИММУННОЙ СИСТЕМЫ ЖЕНЩИН С ИДИОПАТИЧЕСКИМ 
ПРИВЫЧНЫМ ВЫКИДЫШЕМ
Кречетова Л.В., Вторушина В.В., Инвияева Е.В., Ванько Л.В., 
Николаева М.А., Тетруашвили Н.К.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 
имени академика В.И. Кулакова» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Цель – изучение влияния иммуноцитотерапии на содержание в периферической крови 
пациенток с идиопатическим привычным выкидышем CD4+CD25highFoxP3+ клеток с естественной 
регуляторной активностью и активированных Th17-клеток с фенотипом CD4+CD25highRORγt+, а так-
же на продукцию in vitro цитокинов митоген-стимулированными клетками цельной периферической 
крови. Группу исследования составили 33 пациентки с ИПВ, забеременевшие после проведенной 
предгестационной аллоиммунизации. У 27 пациенток беременность пролонгирована до доношенно-
го срока и завершилась рождением жизнеспособного ребенка, у 6 прервалась до 12 недель гестации. 
До назначения ИЦТ обследовано 19 пациенток, 16  – после аллоиммунизации вне беременности, 
17  – в 5-6 и 8-9 недель наступившей беременности и 11 пациенток  – в 12 недель. В контрольной 
группе обследовано 12 фертильных женщин вне беременности и 10 женщин в 12 недель физиоло-
гической беременности. Проводили оценку в периферической крови доли FoxP3+ и RORγt+ клеток 
среди Т-лимфоцитов с фенотипом CD4+CD25high и определяли содержание цитокинов провоспали-
тельной (IFNγ, TNFα, IL-1β, IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12р70) и противовоспалительной (IL-4, IL-10) 
направленности, а также содержание IL-17. Нами было выявлено, что после предгестационной ал-
лоиммунизации у женщин, потерявших данную беременность, был низкий уровень FoxP3+Тгeg, по-
давляющих провоспалительные Th17-зависимые реакции, без изменений в уровне активированных 
Th17-клеток (СD4+CD25highRORγt+ лимфоцитов). При сроке 5-6 недель уровень СD4+CD25highRORγt+ 
лимфоцитов был резко снижен по сравнению с уровнем вне беременности. Указанные факты в со-
четании с данными о высокой продукции в сроке 5-6 недель IL-17 клетками периферической крови в 
культуре in vitro позволяют предположить, что после предгестационной аллоиммунизации у женщин 
с выкидышем формируется тенденция к провоспалительному типу продукции цитокинов, но в сроке 
5-6 недель гестации она реализуется не в направлении Th1, а в направлении Th17-ответа, и низкий 
уровень в периферической крови клеток с фенотипом СD4+CD25highRORγt+ может отражать усилен-
ную миграцию Th17-клеток из периферической крови в эндометрий матки. Таким образом, показано 
влияние иммуноцитотерапии на субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови и 
профиль цитокиновой продукции, а также на течение I триместра и исходы наступившей беремен-
ности у женщин с идиопатическим привычным выкидышем.

Ключевые слова: привычный выкидыш, иммуноцитотерапия, цитокины, FoxP3+, Treg, Th17
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EFFECT OF IMMUNOCYTOTHERAPY ON THE STATE OF THE 
IMMUNE SYSTEM OF WOMEN WITH IDIOPATHIC HABITUAL 
MISCARRIAGE
Krechetova L.V., Vtorushina V.V., Inviyaeva E.V., Nikolaeva M.A., 
Vanko L.V., Tetruashvili N.K.
V. Kulakov National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology, Moscow, Russian 
Federation 

Abstract. We aimed for assessing effects of immunocytotherapy upon the subpopulations of 
CD4+CD25highFoxP3+ cells with natural regulatory activity and activated Th17 cells with the CD4+CD25highRORγt+ 
phenotype, as well as in vitro production of cytokines in mitogen-stimulated cells from peripheral blood in 
the patients with idiopathic habitual miscarriage (IHM). The study group consisted of 33 patients with IHM 
who became pregnant after a pre-gestational alloimmunization. In 27 patients, the pregnancy was prolonged 
to the full term and ended with the birth of viable babies, in six cases it was terminated before 12 weeks of 
gestation. Before administration of immunocytotherapy (ICT), 19 patients were examined, of them 16 after 
alloimmunization outside of pregnancy, 17 at 5-6 and 8-9 weeks of pregnancy. Eleven patients were immunized 
at 12 weeks of pregnancy. In the control group, 12 fertile women outside pregnancy and 10 women at 12 weeks 
of physiological pregnancy were examined. The proportion of FoxP3+ and RORγt+ cells with the CD4+CD25high 
phenotype was evaluated among T-lymphocytes from peripheral blood, as well as content of proinflammatory 
cytokines (IFNγ, TNFα, IL-1β, IL-2, IL-5, IL -6, IL-8, IL-12p70) and anti-inflammatory factors (IL-4, 
IL- 10), as well as IL-17 amounts.

We have found that, following pre-gestational alloimmunization, the women who lost this pregnancy, had 
a low level of FoxP3+Тregs that suppress pro-inflammatory Th17-dependent reactions, however, without 
changing levels of activated Th17 cells (CD4+CD25highRORγt+ lymphocytes). These facts, along with high 
in vitro production of IL-17 by peripheral blood cells at the terms of 5-6 weeks of gestation, suggest that, after 
pre-gestational alloimmunization in women with miscarriage, a predilection is formed to pro-inflammatory 
cytokine production. However, at the 5-6 week-period, it is realized not in the Th1 direction of, but towards 
Th17 response, and a low level of CD4+CD25highRORγt+ cells may reflect an increased migration of Th17 cells 
from peripheral blood to the uterine endometrium.

Thus, we have shown the effect of immunocytotherapy upon subpopulational composition of peripheral 
blood lymphocytes and the cytokine profile, as well as upon the course of first trimester and outcomes of 
pregnancy in women with idiopathic habitual miscarriage.

Keywords: habitual miscarriage, immunocytotherapy, cytokines, FoxP3+, Treg, Th17

Статья выполнена в рамках  темы Госзадания 
АААА-А18-118053190024-2.

Введение
Идиопатический привычный выкидыш 

(ИПВ)  – акушерская патология, развитие кото-
рой с наибольшей вероятностью можно объяс-
нить нарушением взаимоотношений иммунной 
системы матери и плода. Успешное применение 
иммунокорригирующей терапии для лечения 
привычной потери беременности ранних сро-
ков свидетельствует в пользу данного предполо-
жения [1, 6, 9, 11, 14]. Наиболее дискуссионным 
видом иммунотерапии является иммунизация 
пациенток лимфоцитами партнера (клеточная 
иммунотерапия, аллоиммунизация, иммуноци-
тотерапия, ИЦТ). 

Однозначного представления об эффектив-
ности ИЦТ в лечении привычного выкидыша 
нет. Отсутствие общепринятых протоколов под-
готовки клеток для иммунизации и процедуры 
иммунизации существенно затрудняет оценку 
эффективности аллоиммунизации и понимание 
механизмов ее действия [12, 15]. Долгое время 
ИЦТ рассматривалась как способ изменения 
провоспалительного состояния женской иммун-
ной системы, способствующего отторжению пло-
да, на противовоспалительное, то есть как способ 
изменения баланса иммунных реакций Th1/Th2 
в сторону Th2-реакций. Так, сообщалось, что у 
пациенток с ИПВ вне беременности выше коли-
чество TNFα+Th1-клеток и выше соотношение 
TNFα/IL-10 Th1/Th2-продуцирующих клеток, 
что трактовалось как провоспалительное состо-
яние иммунной системы [20, 33]. Показано, что 
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в супернатантах культур мононуклеарных клеток 
женщин с ИПВ, сокультивируемых с мононукле-
арными клетками супругов, уровень TNFα выше, 
чем в контрольных пробах. После проведения 
иммунотерапии лимфоцитами супругов в таких 
же образцах пациенток с благополучной завер-
шившейся беременностью уровень TNFα и IFNγ 
оказался значимо ниже, что авторами рассма-
тривалось как благоприятное влияние иммуно-
терапии на баланс иммунных реакций [16, 31]. В 
работе Wilczyński J.R. и соавт. не обнаружено раз-
личий в соотношении концентраций цитокинов 
Th1/Th2-типа у пациентов с ИПВ с доношенной 
и прервавшейся после иммунизации лимфоци-
тами супругов беременностью и отсутствовала 
корреляция с пролонгированием беременности и 
составом цитокинов периферической крови [28]. 

C открытием значимости для формирования 
антиген-специфической толерантности есте-
ственных Т-регуляторных клеток (FoxP3+Тrеg-
клеток, Тrеg) высказано мнение, что иммуноте-
рапия ИПВ должна иметь целью не супрессию 
материнской иммунной системы, а, скорее, по-
вышение толерантности, что обусловлено дан-
ными об увеличении числа периферических Тrеg 
во время беременности и об отсутствии такой 
динамики у женщин с ИПВ  [29]. Показано как 
увеличение количества Тrеg при аллоиммуни-
зации  [3], так и отсутствие изменений в их со-
держании  [22]. Поэтому стали актуальными ис-
следования взаимоотношений Тrеg- с клетками 
Th17-линии у женщин с ИПВ на фоне клеточной 
иммунотерапии [32]. Анализ дифференцировки 
Trеg и Th17-клеток показал их взаимное регули-
рование [10]. Транскрипционные факторы (ТФ) 
FoxP3 и RORγt совместно экспрессируются в 
стимулированных через Т-клеточный рецептор 
(ТКР, TCR) наивных CD4+Т-клетках в раннюю 
фазу их дифференцировки [18], и направление 
дифференцировки антиген-стимулированных 
Т-клеток по пути Th17 или Trеg зависит от балан-
са RORγt и FoxP3, регулируемого цитокинами [8, 
19, 35]. Баланс FoxP3+Тrеg-клеток с субпопуля-
цией Th17-клеток имеет важное значение для 
пролонгирования беременности. Есть данные о 
том, что ИЦТ приводит к снижению соотноше-
ния Th17/Тrеg в периферической крови женщин 
с ПВ, что считается благоприятным для поддер-
жания развития гестационных процессов [24, 30]. 

Обобщая вышеизложенное, можно заклю-
чить, что исследование субпопуляционного со-
става лимфоцитов периферической крови и 
профиля цитокиновой продукции ими in vitro 
является важным для понимания механизмов 
влияния ИЦТ на состояние иммунной системы 
женщин с привычным выкидышем и представля-
ет научный и практический интерес.

Целью данной работы явилось изучение влия
ния иммуноцитотерапии пациенток с идио
патическим привычным выкидышем на со-
держание естественных регуляторных клеток 
(CD4+CD25highFoxP3+) и активированных Th17-
клеток (CD4+CD25highRORγt+) в периферической 
крови, а также на уровень продукции цитокинов 
in vitro митоген-стимулированными клетками 
цельной периферической крови.

Материалы и методы
Группу исследования составили 33  пациент-

ки с ИПВ, забеременевшие после проведенной 
предгестационной аллоиммунизации. У 27  па-
циенток беременность пролонгирована до до-
ношенного срока и завершилась рождением 
жизнеспособного ребенка, у 6  – прервалась до 
12 недель гестации.

Процедуру ИЦТ проводили аллогенными 
клетками супругов в предгестационной подго-
товке и в первом триместре наступившей бере-
менности. До проведения настоящего исследо-
вания пациентки ИЦТ не получали. Методика 
проведения ИЦТ утверждена на заседании Уче-
ного совета ФГБУ «НЦ АГиП им. В.И. Кулакова» 
Минздрава России (протокол № 19 от 25 декабря 
2012 г.).

Для проведения процедуры использовали 
лимфоциты, соответствующие критериям до-
норства. В процедурном кабинете осуществляли 
забор крови из локтевой вены в стерильную про-
бирку объемом 50 мл, в качестве антикоагулянта 
использовали 200 мкл раствора гепарина (исход-
ный раствор 5000 МЕ/мл). 

В специальном помещении, оснащенном 
ламинарным шкафом и необходимым лабора-
торным оборудованием, осуществляли выделе-
ние лимфоцитарной взвеси. После тщательного 
перемешивания кровь инкубировали при 37 °С в 
течение 1-1,5 часов. После разделения крови на 
2  слоя (верхний  – плазма с мононуклеарными 
клетками, нижний – эритроциты) верхний слой 
переносили в центрифужную стерильную про-
бирку объемом 14 мл и центрифугировали в тече-
ние 7 минут при 1500 об/мин. 

После удаления супернатанта в пробирку вно-
сили 6 мл стерильного физиологического раство-
ра, наслаивали на 3 мл фикола в двух пробирках 
параллельно, сохраняя соотношение 1:2, и центри-
фугировали в течение 30 минут при 1500 об/ мин. 
Лимфоцитарные кольца собирали в чистую сте-
рильную пробирку, отмывали 2 раза 14  мл фи-
зиологического раствора в течение 7  минут при 
1500  об/мин. После центрифугирования надоса-
док удаляли, осадок тщательно перемешивали в 
2 мл стерильного физиологического раствора.
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Путем визуального подсчета в камере Горяева 
в полученной взвеси определяли количество кле-
ток. Концентрация лимфоцитов в физиологиче-
ском растворе составляла от 20 до 50 млн в 1 мл 
раствора. 

Во время предгестационной подготовки лим-
фоциты супруга вводили в ладонную поверхность 
предплечья дважды с интервалом в один месяц на 
5-10 день менструального цикла, внутрикожно в 
10-12 точек, а во время наступившей беременно-
сти – в сроках 5-6 недель и 8-9 недель, согласно 
протоколу ведения беременности у пациенток с 
ПВ [7]. В течение недели производили визуаль-
ную оценку местной реакции организма на вве-
дение лимфоцитов партнеров.

Забор крови осуществляли натощак из локте-
вой вены. В предгестационной подготовке кровь 
забирали до иммунизации и после каждого вве-
дения клеток на 18-22 день менструального цик-
ла, а у беременных – в сроке 5-6 недель (до им-
мунизации), в 8-9  недель (до иммунизации) и в 
12 недель гестации.

До назначения ИЦТ обследовано 19 паци-
енток, 16  – после аллоиммунизации вне бере-
менности, 17  – в 5-6 и 8-9 недель наступившей 
беременности и 11 пациенток  – в 12 недель. 
В  контрольной группе обследовано 12 фертиль-
ных женщин вне беременности и 10 женщин в 12 
недель физиологической беременности.

Критерии включения в группу исследования: 
наличие не менее 2 выкидышей от одного и того 
же партнера, произошедших в первом триместре, 
возраст женщины от 20 до 40  лет, нормальный 
кариотип партнера, нормозооспермия партнера, 
самопроизвольное наступление беременностей, 
отсутствие анатомических, генетически обуслов-
ленных, аутоиммунных, гормональных наруше-
ний, тяжелых экстрагенитальных заболеваний, 
подписание формы информированного согласия 
на участие в исследовании.

Критерии включения в контрольную группу: 
наличие как минимум одних родов в анамнезе 
от данного партнера, возраст женщины от 20 до 
40  лет, неотягощенный акушерский и гинеко-
логический анамнез, отсутствие гормональных 
нарушений, сопровождающихся изменениями 
менструального цикла, нормальный кариотип 
партнеров, нормозооспермия, физиологическое 
течение данной беременности, подписанная 
форма информированного согласия на проведе-
ние исследования.

Кровь для анализа у женщин вне беременно-
сти забирали натощак из локтевой вены на 18-22 
день менструального цикла, у беременных  – в 
сроке 5-6 недель, в 8-9 недель и в 12 недель ге-
стации.

Оценка содержания в периферической крови жен-
щин с привычным выкидышем CD4+CD25highFoxP3+ 
клеток и CD4+CD25highRORγt+ клеток

Оценку в периферической крови доли FoxP3+ 
и RORγt+ клеток среди Т-лимфоцитов с феноти-
пом CD4+CD25high проводили с помощью стан-
дартного набора буферов “FoxP3 Staining Buffer 
Set” (eBioscience, США). Лимфоциты выделя-
ли стандартным методом центрифугирования 
в градиенте плотности с использованием смеси 
фиколл-верографин плотностью 1,077 [5]. До 
пермеабилизации клетки окрашивали антите-
лами к СD4, меченными FITC, и антителами к 
CD25, меченными РЕ, для последующей иден-
тификации субпопуляции СD4+CD25high. После 
пермеабилизации клетки были окрашены анти-
телами к FoxP3 или RORγt, меченными аллофи-
коцианином (АРС). Использовались антитела 
фирмы eBioscience (США). Анализ проводили 
на проточном цитофлуориметре Gallios фирмы 
Beckman Coulter (США) с использованием про-
граммы Kaluza. В лимфоцитарном гейте копили 
от 1 млн до 1,5 млн клеток.

Продукция цитокинов in vitro митоген-стимули-
рованными клетками периферической крови жен-
щин с ИПВ

Для получения супернатантов после 24-часо-
вой митогенной стимуляции клеток цельной кро-
ви использовали набор «Цитокин-стимул-бест» 
(АО «Вектор-Бест», Россия). В соответствии с 
рекомендацией производителя стимулирование 
1  мл цельной крови осуществлялось в стериль-
ном флаконе в СО2-инкубаторе при 37 °С в тече-
ние 24-х часов. Смесь митогенов для стимулиро-
вания 1 мл цельной крови содержала 4 мкг ФГА, 
4 мкг Кон А, 2 мкг липополисахарида. По окон-
чании инкубации препараты крови центрифуги-
ровали в течение 10 минут при 3000 g, отбирали 
супернатант, вновь центрифугировали в течение 
3-х минут при 10000 g, отобранную надосадочную 
жидкость аликвотировали и образцы хранили до 
анализа при -80 °С.

Содержание цитокинов провоспалитель-
ной (IFNγ, TNFα, IL-1β, IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, 
IL- 12р70) и противовоспалительной (IL-4, IL- 10) 
направленности в супернатантах оценивали с 
помощью мультиплексного анализа с использо-
ванием стандартного набора “Human Th1/Th2 
11-plex Ready-to-Use Kit” (eBioscience, США), 
содержание IL-17 оценивали методом СВА с по-
мощью стандартного набора “Human IL-17A Flex 
set” (Becton Dickinson, США). Анализ проводи-
ли на проточном цитофлуориметре FACSCalibur 
(Becton Dickinson, США). Расчет результатов 
производили с помощью программы FlowCytomix 
Pro 3.0.



755

2020, Vol. 22,  4
2020, Т. 22, № 4 Влияние иммуноцитотерапии на иммунитет

Effect of immunocytotherapy on immunity

 

 

 

0

20

40

60

80

100

Fo
xP

3
+

ср
ед

и 
 C

D4
+ C

D2
5hi

gh
кл

ет
ок

, %
Fo

xP
3

+ C
D4

+ C
D2

5hi
gh

ce
lls

, %

фертильные 
женщины

fertile woman

до ИЦТ
before LIT

после ИЦТ
after LIT

5-6 нед.
5-6 week 12 нед. контроль

12 week control

пациентки с ИПВ, pathients with IHM

12 нед.
12 week

беременность
pregnancy

вне беременности
in the non-pregnancy state

0

20

40

60

80

100

RO
Rγ

t+
ср

ед
и 

CD
4+ C

D2
5hi

gh
кл

ет
ок

, %
RO

Rγ
t+ C

D4
+ C

D2
5hi

gh
ce

lls
, %

фертильные 
женщины

fertile woman

до ИЦТ
before LIT

после ИЦТ
after LIT

р = 0,0008

5-6 нед.
5-6 week

12 нед. контроль
12 week control

пациентки с ИПВ, pathients with IHM

12 нед.
12 week

р = 0,029

беременность
pregnancy

вне беременности
in the non-pregnancy state

n = 12 n = 11 n = 11 n = 12 n = 13 n = 11

n = 12 n = 11 n = 11 n = 12 n = 13 n = 11

Рисунок 1. Доля FoxP3+ (А) и RORγt+ (Б) Т-лимфоцитов 
с фенотипом CD4+CD25high у пациенток с ИПВ после 
аллоиммунизации вне беременности и в I триместре 
пролонгированной беременности
Примечание.  – контрольные группы,  – пациентки с ИПВ.
Figure 1. Proportion of FoxP3+ (A) and RORγt+ (B) 
T lymphocytes with the CD4+CD25high phenotype in patients with 
IHM after allimmunization outside pregnancy and in the first 
trimester of a prolonged pregnancy
Note. , control groups; , patients with IHM.

Статистическую обработку данных произво-
дили общепринятыми методами вариационной 
статистики. Данные представлены как среднее 
± ошибка среднего. Соответствие расчетных вы-
борок показателей нормальному распределению 
оценивали с помощью критерия Колмогорова–
Смирнова с использованием пакета Statistica  6 
для Windows XP. Значимость наблюдаемых от-
клонений средних значений измеренных пара-
метров оценивали с помощью двухвыборочного 
t-критерия Стьюдента с различными дисперсия-
ми для средних значений с использованием па-
кета статистического анализа для Microsoft Office 
Excel 2007.

Результаты 
Содержание в периферической крови жен-

щин с идиопатическим привычным выкидышем 
CD4+CD25highFoxP3+ и CD4+CD25highRORγt+ клеток

Результаты анализа содержания CD4+CD25high 
лимфоцитов с ТФ FoxP3+ или RORγt у пациенток 
с ИПВ представлены на рисунке 1. 

Согласно полученным данным (рис. 1А), доля 
FoxP3+-Тrеg среди CD4+CD25high клеток в пе-
риферической крови женщин с беременностью 
была сходной в разные сроки обследования, не 
отличалась от доли у женщин контрольной груп-
пы вне беременности и в 12 недель гестации.

Рисунок 2. Доля FoxP3+ (А) и RORγt+ (Б) Т-лимфоцитов 
с фенотипом CD4+CD25high у пациенток с ИПВ 
с пролонгированной и прервавшейся беременностью
Примечание.  – с пролонгированной беременностью, 
  – с прервавшейся беременностью.
Figure 2. Proportion of FoxP3+ (A) and RORγt+ (B) 
T lymphocytes with the CD4+CD25high phenotype in patients with 
IHM with prolonged and terminated pregnancy
Note. , with prolonged pregnancy; , with an aborted pregnancy.
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Рисунок 3. Характеристика продукции in vitro цитокинов клетками цельной крови женщин с ИПВ после 
аллоиммунизации вне беременности
Примечание. По осям представлены отношения средних значений показателей пациенток с ИПВ (n = 19) к средним значениям 
в контрольной группе (n = 12) до аллоиммунизации (1) и после аллоиммунизации (2). А – содержание цитокинов. Б – 
отношение содержания провоспалительных цитокинов к IL-10. В – отношение содержания провоспалительных цитокинов 
к IL-4. Пунктирная линия соответствует уровню равенства значений. * – показатель, достоверно отличающийся от значений 
в контрольной группе.
Figure 3. Characterization of in vitro production of cytokines by the whole blood cells of women with IHM after alloimmunization 
outside pregnancy
Note. The axes are the ratios of the average values of indicators of patients with IHM (n = 19) to the average values in the control group (n = 12) 
before alloimmunization (1) and after alloimmunization (2). А, cytokine content. B, the ratio of the content of pro-inflammatory cytokines to IL-10.  
C, the ratio of the content of pro-inflammatory cytokines to IL-4. The dashed line corresponds to the level of equality of values. *, indicator 
significantly different from the values in the control group.
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В-1 (C-1) В-2 (C-2)
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Доля RORγt+ клеток среди CD4+CD25high 
клеток (рис.  1Б) до предгестационной аллоим-
мунизации была значимо выше, чем в контро-
ле (р  =  0,0008). По окончании предгестацион-
ной аллоиммунизации различия сохранились 
(р = 0,029), но в I триместре пролонгированной 
беременности отсутствовали. 

Анализ динамики доли FoxP3+ и RORγt+ среди 
CD4+CD25high клеток у пациенток с пролонгиро-
ванной и прервавшейся беременностью пред-
ставлен на рисунке 2.

Как следует из рисунка 2, у пациенток, поте-
рявших беременность, после предгестационной 
аллоиммунизации наблюдалось транзиторное 
снижение доли FoxP3+Тrеg (рис. 2А). 

Доля RORγt+ клеток среди CD4+CD25high 
лимфоцитов у пациенток, потерявших данную 
беременность (рис.  2Б), в 5-6  недель гестации 
имела минимальные значения за весь период 
наблюдения. 

Исследование цитокинового профиля суперна-
тантов активированных in vitro лимфоцитов пери-
ферической крови пациенток с ИПВ

Результаты анализа цитокиновой продукции 
клетками цельной крови до и после предгестаци-
онной аллоиммунизации пациенток в сравнении 
с контрольными и исходными значениями пред-
ставлены на рисунке 3.

Как видно из данных на рисунке  3, до пред-
гестационной аллоиммунизации продукция IL-4 
митоген-стимулированными клетками цельной 
крови пациенток была высокой. Обнаружена 
тенденция к увеличенной продукции IL-2, ко-
торый вырабатывается в ответ на митогенную 
стимуляцию не только Т-, но и В-лимфоцитами 
и сам стимулирует выработку как других про-
воспалительных цитокинов, так и IL-4. Одной 
из функций IL-4 является подавление секреции 
макрофагами IL-1β, TNFα и IL-6, что подтверж-
дается выявленными нами тенденциями к сни-
жению продукции IL-1β, IL-6. При этом соот-
ношения IL-1β/IL-4 и IL-1β/IL-10 были значимо 
ниже, чем у женщин контрольной группы. Также 
значимо ниже, чем в контроле, оказалось соот-
ношение IL-5/IL‑10 при тенденции к снижению 
продукции IL-5 (цитокин из группы гранулоци-
тарно-макрофагальных колониестимулирующих 
факторов) клетками крови пациенток.

Все вместе указанные различия можно рас-
сматривать как проявление склонности к форми-
рованию у пациенток с ИПВ на этапе подготовки 
к беременности (до назначения аллоиммуниза-
ции) преимущественно Th2-направленности им-
мунных реакций.

После предгестационной аллоиммунизации 
у пациенток по сравнению с контрольной груп-
пой сохраняется увеличенной продукция IL-4 

Рисунок 4. Характеристика продукции in vitro цитокинов 
клетками цельной крови женщин с ИПВ после 
предгестационной аллоиммунизации
Примечание. По осям представлены отношения 
средних значений показателей пациенток с ИПВ после 
предгестационной аллоиммунизации к исходным значениям 
(n = 19). А – содержание цитокинов. Б – отношение 
содержания провоспалительных цитокинов к IL-10. В – 
отношение содержания провоспалительных цитокинов к IL-4. 
Пунктирная линия соответствует уровню равенства значений. 
* – показатель, достоверно отличающийся от исходных 
значений.
Figure 4. Characterization of in vitro production of cytokines 
by whole blood cells of women with IHM after pregestational 
alloimmunization
Note. The axes represent the ratio of the average values of indicators 
of patients with IHM after pregestational alloimmunization to the initial 
values (n = 19). А, cytokine content. B, the ratio of the content of 
pro-inflammatory cytokines to IL-10. C, the ratio of the content of pro-
inflammatory cytokines to IL-4. The dashed line corresponds to the 
level of equality of values. *, indicator significantly different from the 
original values.
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Рисунок 5. Баланс продукции цитокинов про- и противовоспалительной направленности митоген-
стимулированными лимфоцитами периферической крови женщин с пролонгированной беременностью
Figure 5. Balance of cytokine production of pro- and antiinflammatory mitogen-stimulated peripheral blood lymphocytes in women 
with prolonged pregnancy
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Рисунок 6. Баланс продукции цитокинов про и противовоспалительной направленности митоген-
стимулированными лимфоцитами периферической крови женщин контрольных групп
Figure 6. Balance of the production of cytokines pro and anti-inflammatory mitogen-stimulated peripheral blood lymphocytes 
of women in control groups

(p = 0,012 и p = 0,040), выявляется достоверное 
снижение продукции IL-1β (p  =  0,004) и IL‑  5 
(p  =  0,034); не изменяются соотношения прак-
тически всех исследованных провоспалительных 
цитокинов к IL-10 (рис.  3Б) и к IL-4 (рис.  3В), 
выявляется снижение соотношения IL‑5/IL-4 
(р = 0,029) и исчезают различия в соотношении 

IL‑5/IL-10. Продукция IL-1β также значимо сни-
жена по сравнению с исходными значениями 
(p = 0,037), а продукция остальных исследован-
ных цитокинов осталась на уровне, одинаковом 
со значениями до лечения (рис. 4). 

Следовательно, после предгестационной ал-
лоиммунизации у пациенток сохранилась склон-
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Рисунок 7. Продукция цитокинов in vitro клетками цельной крови пациенток с ИПВ в 5-6 недель при доношенной 
беременности и при выкидыше
Примечание. По осям представлены отношения средних значений показателей в 5-6 недель гестации у пациенток с выкидышем 
(n = 7) к средним значениям у пациенток с доношенной беременностью (n = 10). А – содержание цитокинов. Б – отношение 
содержания провоспалительных цитокинов к IL-10. В – отношение содержания провоспалительных цитокинов к IL-4. 
Пунктирная линия соответствует уровню равенства значений. * – показатель,  достоверно отличающийся между группами.
Figure 7. In vitro production of cytokines by the whole blood cells of patients with IHM at 5-6 weeks during full-term pregnancy and 
miscarriage
Note. The axes are the ratios of average values of indicators at 5-6 weeks of gestation in patients with miscarriage (n = 7) to average values in 
patients with full-term pregnancy (n = 10). А, cytokine content. B, the ratio of the content of pro-inflammatory cytokines to IL-10. C, the ratio of 
the content of pro-inflammatory cytokines to IL-4. The dashed line corresponds to the level of equality of values. *, indicator significantly different 
between groups.

ность к формированию преимущественно Th2-
типа иммунных реакций.

Однако у женщин с пролонгированной бере-
менностью после предгестационной ИЦТ выяв-
лено преобладание цитокинов Th1‑типа, интен-
сивность продукции которых резко снижалась 
к 8‑9  неделе гестации (рис.  5). Также выявлено, 
что в 12  недель физиологической беременности 
уровень продукции in vitro цитокинов провоспа-
лительного профиля значимо ниже, чем у фер-
тильных женщин вне беременности (рис. 6). Ука-
занный результат отражает контроль иммунных 
реакций в период ранней беременности, включа-
ющий воспалительные процессы при импланта-
ции и плацентации.

У пациенток, потерявших данную беремен-
ность несмотря на ИЦТ, в 5-6 недель гестации 
(рис. 7) выявлена более высокая продукция IL-17 
(р  =  0,011), принимающего участие в развитии 
повреждающих форм воспалительных реакций.

Обсуждение
В ранее проведенных исследованиях нами 

были получены данные о сходстве субпопуля-
ционного состава лимфоцитов периферической 
крови пациенток с пролонгированной беремен-
ностью и у женщин с физиологическим течением 

беременности, что свидетельствует о нормализа-
ции иммунных реакций у женщин с ИПВ после 
проведенной аллоиммунизации [3]. 

В данном исследовании показано, что в 12 не-
дель гестации доля FoxP3+ и RORγt+Т-клеток сре-
ди периферических CD4+CD25high лимфоцитов у 
женщин с доношенной беременностью также не 
отличалась от доли этих клеток у женщин с физи-
ологической беременностью, что подтверждает 
предположение о нормализации иммунных ре-
акций у женщин с ИПВ после аллоиммунизации.

До предгестационной аллоиммунизации вы-
явлено преобладание в периферической крови у 
пациенток с ИПВ RORγt+ клеток среди лимфо-
цитов с фенотипом CD4+CD25high, что согласу-
ется с данными других исследователей [21, 23], 
соответствует высказанным в литературе пред-
положениям о потере FoxP3+ в условиях воспа-
ления  [13] и об ассоциации сниженной супрес-
сивной функции Тrеg при ИПВ с хроническим 
течением воспалительного процесса. Снижение 
функции Тrеg и их содержания в перифериче-
ской крови, а также в децидуальной оболочке 
матки при ИПВ отмечается в ряде исследований 
и является отражением хронического воспаления 
у этой категории пациенток [17, 26, 27, 34]. Пре-
валирование RORγt+ клеток среди лимфоцитов с 
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фенотипом CD4+CD25high сохраняется и по окон-
чании предгестационной подготовки. 

Однако у пациенток с пролонгированной бе-
ременностью в 5-6 недель и в 12 недель гестации 
доля субпопуляции CD4+CD25highRORγt+ клеток 
была одинаковой и не отличалась от доли у жен-
щин в 12 недель физиологической беременности 
(рис.  1) при стабильном уровне FoxP3+Тrеg на 
всех сроках обследования.

У пациенток с прервавшейся беременностью 
после предгестационной аллоиммунизации от-
мечено снижение уровня FoxP3+Тrеg при отсут-
ствии изменений в уровне CD4+CD25highRORγt+ 
клеток, но начальные сроки гестации характери-
зовались низким уровнем CD4+CD25highRORγt+ 
клеток при восстановлении уровня FoxP3+Тrеg 
до исходного. Подобные резкие изменения в со-
держании исследованных субпопуляций после 
аллоиммунизации и в ранние сроки гестации, 
по-видимому, отражают несбалансированность 
иммунных механизмов, обеспечивающих раз-
витие беременности у пациенток с выкидышем. 
Изложенные результаты подтверждают предпо-
ложения о необходимости баланса в уровне акти-
вированных CD4+CD25highRORγt+ клеток (акти-
вированных Th17-клеток) и FoxP3+Тrеg-клеток в 
ранние сроки гестации для успешного пролонги-
рования беременности.

Образование периферических индуцибельных 
специфических Тrеg-клеток, с которыми связы-
вают формирование толерантности к отцовским 
антигенам плода, зависит от цитокинового окру-
жения. Именно цитокины образуют регулятор-
ную сеть, обеспечивающую равновесие иммун-
ных реакций между материнским организмом и 
плодом. От баланса цитокинов в регуляторной 
сети зависит характер течения ранних сроков 
беременности и успешность вынашивания пло-
да [2, 25]. Поэтому исследования цитокинового 
профиля супернатантов активированных in vitro 
лимфоцитов периферической крови пациенток 
с ИПВ необходимы для понимания механизмов, 
лежащих в основе эффективности ИЦТ в лече-
нии ИПВ. 

До предгестационной аллоиммунизации 
нами выявлено преобладание Th2-типа им-
мунных реакций у женщин с ИПВ, которое со-
храняется и после аллоиммунизации. Однако у 
женщин с доношенной беременностью получе-
ны данные о транзиторном формировании Th1-
провоспалительного типа иммунных реакций 
в I  триместре. Поскольку беременность у этих 
женщин завершилась рождением жизнеспособ-
ного ребенка в доношенном сроке, полученный 
результат, с одной стороны, подтверждает необ-

ходимость Th1-реакций для успешности процес-
сов второй волны инвазии трофобласта и пла-
центации, а с другой – позволяет предположить, 
что проведение аллоиммунизации способствует 
контролю уровня провоспалительных реакций. 

Нами выявлено, что после предгестацион-
ной аллоиммунизации у женщин, потерявших 
данную беременность, был низкий уровень 
FoxP3+Тrеg, подавляющих провоспалитель-
ные Th17-зависимые реакции, без измене-
ний в уровне активированных Th17-клеток 
(СD4+CD25highRORγt+ лимфоцитов). В сроке 5-6 
недель уровень СD4+CD25highRORγt+ лимфоци-
тов был резко снижен по сравнению с уровнем 
вне беременности. 

Указанные факты в сочетании с данными о 
высокой продукции в сроке 5-6 недель IL- 17 
клетками периферической крови в культуре 
in vitro позволяют предположить, что после пред-
гестационной аллоиммунизации у женщин с 
выкидышем формируется тенденция к провос-
палительному типу продукции цитокинов, но в 
сроке 5-6  недель гестации она реализуется не в 
направлении Th1, а в направлении Th17-ответа, 
и низкий уровень в периферической крови кле-
ток с фенотипом СD4+CD25highRORγt+ может 
отражать усиленную миграцию Th17-клеток из 
периферической крови в эндометрий матки, где 
и разворачиваются все драматические события, 
связанные с потерей беременности. Последнее 
свидетельствует о наличии особенностей функ-
ционирования иммунной системы у данной кате-
гории пациенток с ИПВ, являющихся причиной 
неэффективности аллоиммунизации в контроле 
уровня и направленности иммунных реакций во 
время беременности. 

Эффективность аллоиммунизации доказа-
на тем, что у 82% женщин с ИПВ беременность 
была пролонгирована и завершилась рождени-
ем жизнеспособного ребенка, что подтверждает 
успешное формирование толерантности иммун-
ной системы матери по отношению к антигенам 
плода, зависящее в том числе и от функциональ-
ной активности лимфоидных клеток, мигрирую-
щих к месту имплантации плодного яйца.

Выводы
Результаты проведенных исследований ука-

зывают на дисбаланс иммунных реакций у па-
циенток с ИПВ, потерявших беременность на 
фоне аллоиммунизации, что согласуется с ранее 
опубликованными нами данными о различиях в 
субпопуляционном составе лимфоцитов перифе-
рической крови [4] и представленными данными 
о цитокиновом статусе женщин с разными исхо-
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дами беременности, наступившей после предгес
тационной аллоиммунизации. 

Заключение
Таким образом, показано влияние иммуноци-

тотерапии на субпопуляционный состав лимфо-
цитов периферической крови и профиль цитоки-
новой продукции, а также на течение I триместра 
и исходы наступившей беременности у женщин 
с идиопатическим привычным выкидышем. Тре-
буются дальнейшие исследования компонентов 
иммунной системы для поиска критериев назна-

чения данной процедуры в лечении ИПВ и пони-
мания механизмов ее эффективности.
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Тотолян Арег А.1, 2
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Резюме. Система цитокинов – большая группа факторов, продуцируемых клетками иммунной си-
стемы и участвующих в патогенезе большинства заболеваний человека. Для оценки значимости из-
менений цитокинов/хемокинов при патологических состояниях необходимо знать физиологический 
диапазон этих молекул у здоровых людей. В литературе подавляющее большинство исследований по 
оценке различных цитокинов/хемокинов в плазме крови практически здоровых лиц проводили на 
популяции жителей Западной Европы и Северной Америки. Известны межпопуляционные различия 
в синтезе определенных цитокинов у разных расовых и национальных групп. Представлены лишь 
единичные сведения о нормальном уровне некоторых цитокинов в плазме крови здоровых жителей 
Африканского континента. Целью данной работы было определение особенностей цитокиново-
го профиля плазмы крови практически здоровых жителей Гвинейской Республики и установление 
нормальных значений цитокинов. Было обследовано 24 практически здоровых жителя Гвинейской 
Республики в возрасте от 25 до 64 лет и 23 жителя Санкт-Петербурга в возрасте от 25 до 61 года. Опре-
деляли концентрации 40 цитокинов/хемокинов. Исследование проводили с помощью мультиплекс-
ного анализа с применением технологии xMAP (Luminex, США) с использованием наборов с маг-
нитными частицами Bio-Plex Pro Human Chemokine Assay (Bio-Rad, США). В плазме крови жителей 
Гвинейской Республики были достоверно повышены концентрации следующих цитокинов и хемоки-
нов: IFNγ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFα, CCL1/I-309, CCL3/MIP-1α, CCL7/MCP-3, CCL17/TARC, 
CCL19/MIP-3β, CCL20/MIP-3α, CCL21/6Ckine, CXCL2/ Gro-β, CXCL5/ENA-78, CXCL6/GCP-2, 
CXCL9/MIG, CX3CL1/Fractalkine (р < 0,001). Для хемокинов CCL8/MCP-2, CCL22/MDC, CXCL1/
Gro-α и CXCL12/SDF-1α+β наблюдалась тенденция к повышению их концентрации по сравнению с 
жителями Санкт-Петербурга (р < 0,05). В то же время уровни CCL23/MPIF-1 и MIF были достоверно 
ниже (р < 0,0001) в группе жителей Гвинейской Республики. Для хемокинов CCL2/MCP-1 и CCL24/
Eotaxin-2 наблюдалась тенденция к снижению их уровня (р < 0,05) в плазме крови жителей Гвиней-
ской Республики. В обследованных группах не обнаружено различий в содержании цитокинов/хемо-
кинов: GM-CSF, IL-1β, IL-16, CCL11/Eotaxin, CCL13/MCP-4, CCL15/Leukotactin-1, CCL25/TECK, 
CCL26/Eotaxin-3, CCL27/CTACK, CXCL8/IL- 8, CXCL10/IP- 10, CXCL11/I-TAC, CXCL13/BCA и 
CXCL16/SCYB16. 
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В настоящем исследовании впервые определены границы нормы содержания широкого спектра 
цитокинов/хемокинов в плазме крови у жителей Африканского региона. Выявлены межпопуляци-
онные различия, в том числе среди конститутивных хемокинов. Различные уровни конститутивных 
хемокинов  CCL19/MIP-3β и СCL21/6Ckine – лигандов рецептора CCR7 – в двух популяциях кос-
венно могут свидетельствовать о физиологических особенностях созревания Т-клеток.  Повышен-
ный уровень в плазме крови гвинейцев лигандов рецептора CXCR2 – CXCL2/Gro-β, CXCL5/ENA-78 
и CXCL6/GCP-2 – может быть связан с тем, что эти хемокины также являются  лигандами для ати-
пичного хемокинового рецептора DARC (Duffy Antigen Receptor for Chemokines), обеспечивающего 
нейтрализацию хемокинов из кровообращения, а 95% жителей Западной Африки имеют мутации в 
гене DARC и не экспрессируют этот рецептор. Повышенное содержание провоспалительных цито-
кинов IL-6, TNFα и хемокина CCL20/MIP-3α в плазме жителей Гвинейской Республики, возможно, 
свидетельствует о воспалительных процессах в печени, так как среди обследованных нами гвинейцев 
у 100% людей были выявлены антитела против вируса гепатита А, у 48% – антитела против вируса 
гепатита В (анти-HBs) и у 12% – антитела против вируса гепатита С. В целом различия в содержании 
цитокинов/хемокинов могут быть связаны с разной средой обитания, циркуляцией инфекционных 
заболеваний, содержанием микробиоты кишечника, кожи и слизистых, а также генетическими раз-
личиями.

Ключевые слова: цитокины, хемокины, мультиплексный анализ, нормальные значения, здоровые жители, Республика 
Гвинея 

ANALYSIS OF BLOOD PLASMA CYTOKINE PROFILE 
IN HEALTHY RESIDENTS OF THE REPUBLIC OF GUINEA
Arsentieva N.A.a, Lyubimova N.E.a, Batsunov O.K.a, b, Semenov A.V.a, b, 
Totolian Areg A.a, b
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Abstract. The cytokine system is a large group of humoral factors produced by immune cells and involved 
in the pathogenesis of most human diseases. To assess the significance of changes in cytokines/chemokines 
under pathological conditions, appropriate reference values are required for healthy people. As known from 
existing literature, most studies of various cytokine/chemokine concentrations in blood plasma were performed 
in healthy subjects from Western Europe and North America. Certain inter-population differences are known, 
with respect to production of distinct cytokines in different racial and national groups. Only single studies 
concern normal levels of distinct cytokines in blood plasma of healthy African residents. The purpose of this 
study was to determine the blood plasma cytokine profile in healthy residents of the Republic of Guinea (RG), 
and to establish normal cytokine values. 

We have examined 24 healthy RG residents and 23 residents of St. Petersburg. Concentrations of 40 
cytokines/chemokines were determined in blood plasma. The study was performed using multiplex analysis by 
xMAP technology.

The following cytokine/chemokine levels were significantly increased in the blood plasma of the RG 
residents: IFNγ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFα, CCL1/I-309, CCL3/MIP-1α, CCL7/MCP-3, CCL17/
TARC, CCL19/MIP-3β, CCL20/MIP-3α, CCL21/6Ckine, CXCL2/Gro-β, CXCL5/ENA-78, CXCL6/
GCP-2, CXCL9/MiG, CX3CL1/Fractalkine (р < 0.001). For the CCL8/MCP-2, CCL22/MDC, CXCL1/
Gro-α and CXCL12/SDF-1α+β chemokines a trend for increased concentration was revealed, in comparison 
with residents of St. Petersburg (р < 0.05). Moreover, the levels of CCL23/MPIF-1 and MIF were significantly 
lower (р < 0.0001) in the RG residents. There was a tendency for decreased levels (р < 0.05) for CCL2/MCP-1 
and CCL24/Eotaxin-2 chemokines in blood plasma taken from RG residents. There were no differences in levels 
of cytokines/chemokines for the studied groups: GM-CSF, IL-1β, IL-16, CCL11/Eotaxin, CCL13/MCP- 4, 
CCL15/Leukotactin-1, CCL25/TECK, CCL26/Eotaxin-3, CCL27/CTACK, CXCL8/IL-8, CXCL10/IP-10, 
CXCL11/I-TAC, CXCL13/BCA, and CXCL16/SCYB16. Hence, this study has presented for the first time 
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the normal limits for a wide range of cytokines/chemokines in blood plasma of the African inhabitants. Inter-
population differences were found, including those for constitutive chemokines. Different levels of CCL19/
MIP-3β and CCL21/6Ckine chemokines (the CCR7 receptor ligands) for the two populations may indirectly 
indicate the physiological features of T-cell maturation. Increased levels of CXCR2 receptor ligands in the blood 
plasma of Guineans, i.e., CXCL2/Gro-β, CXCL5/ENA-78 and CXCL6/GCP-2, may be due to additional 
function of these chemokines as ligands for atypical DARC chemokine receptor, which neutralizes chemokines 
from the blood flow, whereas 95% of West Africans have mutations in the DARC gene and do not express this 
receptor. Increased levels of proinflammatory IL-6 and TNFa cytokines, and chemokine CCL20/MIP-3a in 
blood plasma from RG residents may suggest inflammatory processes in the liver, since 100% of the examined 
Guineans had antibodies against the hepatitis A virus, 48% had antibodies to hepatitis B virus (anti-HBs), and 
12% had antibodies against hepatitis C virus. In summary, the differences in cytokine/chemokine level may be 
related to specific environment, circulation of infectious diseases, composition of intestinal, skin and mucosal 
microbiota, as well as distinct genetic features.

Keywords: cytokines, chemokines, multiplex analysis, normal values, healthy residents, Republic of Guinea

Введение
Цитокины  – белки, продуцируемые преиму-

щественно активированными клетками кровет-
ворной и иммунной систем, которые опосредуют 
межклеточные взаимодействия при кроветворе-
нии, воспалении, иммунных процессах и меж-
системных коммуникациях, это самая много-
численная и универсальная в функциональном 
отношении группа гуморальных факторов си-
стемы иммунитета. Цитокины считаются плей-
отропными молекулами, которые участвуют как 
в физиологических, так и в патологических про-
цессах [45]. К семейству цитокинов принадлежат 
более 200 молекул: интерлейкины (IL) с истори-
чески сложившимися порядковыми номерами, 
семейство фактора некроза опухоли (TNF), ин-
терфероны (IFN), колониестимулирующие фак-
торы (CSF), трансформирующие ростовые фак-
торы и хемокины [4]. Последние представляют 
наиболее многочисленную группу. В зависимости 
от структуры молекулы среди них выделяют сле-
дующие семейства: С, CC, CXC, CX3C. Основная 
функция хемокинов заключается в контроле на-
правленной клеточной миграции. Они участвуют 
в воспалительных реакциях, процессах ангиоге-
неза, пролиферации и репарации, онкогенезе, 
метастазировании, развитии лимфоидных орга-
нов и тканей [24]. Также все хемокины разделяют 
на конститутивные и провоспалительные [51].

Благодаря своим биологическим свойствам 
цитокины участвуют в патогенезе всех иммуно-
патологических процессов: инфекционных, ал-
лергических, аутоиммунных и лимфопролифе-
ративных. Определение содержания цитокинов в 
различных биологических жидкостях можно ис-
пользовать для оценки активности воспаления, 
поляризации иммунного ответа, эффективности 
проводимой терапии и прогноза заболевания. 

Таким образом, цитокины вообще и хемокины 
в частности являются важными мишенями для 
диагностики широкого круга заболеваний чело-
века, а их исследование важно для полного пони-
мания механизма иммунологических изменений, 
наблюдаемых у пациентов, страдающих от раз-
личных заболеваний. Однако для оценки значи-
мости модуляции цитокинов и хемокинов при 
патологических состояниях необходимо знать 
физиологический диапазон этих молекул у здо-
ровых людей [1]. Для этого необходимо устано-
вить нормальные значения цитокинов и хемоки-
нов здоровых лиц и понимать, отличаются ли они 
в различных популяциях людей. 

Известны межпопуляционные различия со-
держания некоторых цитокинов и хемокинов. 
Например, имеются данные о различиях в син-
тезе определенных цитокинов среди популяций 
России в разных национальных группах. Извест-
но, что различные расовые группы имеют разное 
распределение аллелей генов цитокинов [11]. 
Результатом этого могут являться как различия в 
секреции цитокинов, так и потеря или изменение 
функций белковых молекул из-за преобразова-
ния структуры. 

В литературе подавляющее большинство ис-
следований по оценке различных цитокинов/
хемокинов в плазме крови практически здоровых 
лиц проводили на популяции жителей Западной 
Европы и Северной Америки. Представлены 
лишь единичные сведения о нормальном уровне 
некоторых цитокинов в плазме крови здоровых 
жителей Африканского континента [35, 43].

Целью данной работы стало определение осо-
бенностей цитокинового профиля плазмы крови 
практически здоровых жителей Гвинейской Ре-
спублики и установление нормальных значений 
цитокинов.



768

Arsentieva N.A. et al.
Арсентьева Н.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Материалы и методы
В настоящей работе было обследовано 24 

практически здоровых жителя Гвинейской Рес
публики в возрасте от 25 до 64 лет и 23 жителя 
Санкт-Петербурга в возрасте от 25 до 61 года, 
которые сформировали группу сравнения. В вы-
борке жителей Гвинейской Республики были в 
основном мужчины (87,5%), в группе сравне-
ния соотношение мужчин и женщин составило 
40/60%. От каждого участника, включенного в 
исследование, было получено информированное 
письменное согласие. На проведение данного 
исследования было получено согласие локаль-
ного этического комитета Санкт-Петербургского 
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени 
Пастера.

В исследование были включены лица, у ко-
торых отсутствовали острые воспалительные за-
болевания и не наблюдались хронические забо-
левания на момент обследования. Обследование 
жителей Гвинейской Республики проводилось на 
второй день после приезда в Российскую Феде-
рацию. 

В периферической крови всех обследован-
ных лиц методом иммуноферментного анализа 
(ИФА) определяли серологические показатели 
вирусных гепатитов: HBsAg, антитела класса IgG 
к вирусному гепатиту В (ВГВ): анти-HBs, анти-
HBcor, вирусному гепатиту А (ВГА) – анти-HАV, 
вирусному гепатиту С (ВГС) – анти-HCV, вирус-
ному гепатиту D – анти-HDV, вирусному гепати-
ту Е – анти-HEV, а также антитела против вируса 
иммунодефицита человека (ВИЧ)  – анти-HIV. 
Методом полимеразной цепной реакции про-
веден анализ образцов крови для определения 
наличия генетического материала вирусов гепа-
титов В, С и D. Только у одного обследованного 
жителя Гвинейской Республики в крови был об-
наружен HBsAg, у двоих людей (8%) обнаруже-
на ДНК вируса гепатита В, при этом у обследо-
ванных лиц обнаружены антитела против вируса 
гепатита В: у 48% (12 человек) – anti-HBs, у 96% 
(23 человек) – anti-HBcor. У всех обследованных 
жителей Гвинейской Республики обнаружены 
антитела против вируса гепатита А (анти-HАV). 
У 3 человек (12%) обнаружены антитела против 
вируса гепатита С (анти-HCV), при этом РНК 
вируса не обнаружена. У всех обследованных лиц 
не обнаружены антитела против вируса гепатита 
D (анти-HDV), у одного человека (4%) найдены 
антитела против вируса гепатита Е (анти-HEV). У 
всех обследованных жителей Гвинейской Респу-
блики антител против ВИЧ не найдено. В крови 
всех обследованных жителей Санкт-Петербурга 

лабораторные показатели вирусных гепатитов и 
ВИЧ-инфекции не обнаружены.

Материалом исследования служила перифе-
рическая кровь. Образцы крови забирали в ва-
куумные пробирки с антикоагулянтом K2ЭДТА, 
центрифугировали при 250 g в течение 10 минут 
для отделения плазмы. Плазму отбирали в крио-
пробирки, замораживали и хранили при -80 °С до 
проведения анализа.

Определяли концентрации следующих цито-
кинов/хемокинов: CCL1/I-309, CCL2/ MCP- 1, 
CCL3/MIP-1α, CCL7/MCP-3, CCL8/MCP- 2, 
CCL11/Eotaxin, CCL13/MCP-4, CCL15/Leuko
tactin-1, CCL17/TARC, CCL19/MIP-3β, CCL20/
MIP-3α, CCL21/6Ckine, CCL22/MDC, CCL23/
MPIF-1, CCL24/Eotaxin-2, CCL25/TECK, CCL26/ 
Eotaxin-3, CCL27/CTACK, CXCL1/Gro-α, 
CXCL2/Gro-β, CXCL5/ENA-78, CXCL6/GCP- 2, 
CXCL8/IL-8, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, 
CXCL11/I-TAC, CXCL12/SDF-1α+β, CXCL13/
BCA-1, CXCL16/SCYB16, CX3CL1/Fractalkine, 
GM-CSF, IFNγ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, 
IL- 16, MIF, TNFα. Исследование проводили с 
помощью мультиплексного анализа с примене-
нием технологии xMAP (Luminex, США) с ис-
пользованием наборов с магнитными частицами 
Bio-Plex Pro Human Chemokine Assay (Bio-Rad, 
США) согласно инструкции фирмы-производи-
теля. Регистрацию и анализ данных проводили 
на приборе Luminex MAGРIX (Luminex, США).

Анализ результатов и статистическую обра-
ботку данных проводили в программе GraphPad 
Prizm 5. Поскольку полученные данные не под-
чинялись нормальному распределению, для 
анализа выборок использовали методы непа-
раметрической статистики. Для межгрупповых 
сравнений применяли критерий Манна–Уитни. 
Достоверными считали различия при уровне зна-
чимости p  ≤  0,001. Результаты представлены в 
виде медианы (Ме) и межквартильного размаха 
(Q0,25-Q0,75). 

Результаты
Результаты определения концентрации хемо-

кинов представлены в таблице 1. 
В плазме крови обследованных жите-

лей Гвинейской Республики была достовер-
но повышена концентрация следующих хе-
мокинов: CCL1/I-309, CCL3/MIP-1α, CCL7/
MCP- 3, CCL17/TARC, CCL19/MIP-3β, CCL20/
MIP- 3α, CCL21/6Ckine, CXCL2/Gro-β, CXCL5/
ENA- 78, CXCL6/GCP-2, CXCL9/MIG, CX3CL1/
Fractalkine (p < 0,001). В содержании хемокинов 
CCL8/MCP-2, CCL22/MDC, CXCL1/Gro-α и 
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ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ ХЕМОКИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ ЖИТЕЛЕЙ ГВИНЕЙСКОЙ РЕСПУБЛИКИ (ГР) И САНКТ-
ПЕТЕРБУРГА (СПб.), Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. PLASMA CHEMOKINES LEVEL IN THE REPUBLIC OF GUINEA (RG) AND ST. PETERSBURG (SPb.) RESIDENTS,  
Me (Q0.25-Q0.75)

Хемокин, пг/мл
Chemokine, pg/ml

Жители ГР
RG residents 

Жители СПб.
SPb. residents p Группа

Group
Рецептор
Receptor

CCL1/I-309 100,3
(96,5-109,6)

87,8
(81,8-96,2) < 0,0001 В

I CCR8

CCL2/MCP-1 21,66 
(18,7-32,4)

29,57 
(22,24-42,65) 0,0316 В

I CCR2

CCL3/MIP-1α 7,6 
(6,8-8,2)

6,4
(5,8-7,5) 0,0013 В

I CCR1,5

CCL7/MCP-3 196,6 
(183,3-221,3)

153,0 
(129,0-176,6) < 0,0001 В

I CCR1,2,3

CCL8/MCP-2 46,1
(39,1-52,3)

36,8
(27,9-45,9) 0,0124 В

I CCR1,2,5

CCL11/Eotaxin 47,1
(40,7-65,2)

61,1 
(45,8-79,5) 0,0847 В/К

I/H CCR3,5

CCL13/MCP-4 67,4 
(56,5-94,4)

52,6
(41,6-97,8) 0,2093 В

I CCR2,3

CCL15/Leukotactin-1 5874,0 
(4053,0-8098,0)

6651,0 
(4181,0-8995,0) 0,4892 В

I CCR1,3

CCL17/TARC 97,91 
(74,94-114,50)

54,78 
(45,52-75,80) < 0,0001 В/К

I/H CCR4

CCL19/MIP-3β 292,8 
(212,6-353,4)

147,3 
(104,6-205,6) < 0,0001 К

H CCR7

CCL20/MIP-3α 19,1 
(16,0-25,9)

9,9 
(8,3-12,2) < 0,0001 В/К

I/H CCR6

CCL21/6Ckine 10006,0 
(9216,0-10558,0)

7577,0
(6549,0-8791,0) 0,0005 К

H CCR7

CCL22/MDC 929,0
(830,5-1244,0)

783,7 
(679,5-959,7) 0,0325 В/К

I/H CCR4

CCL23/MPIF-1 54,3 
(35,3-70,9)

231,8 
(183,2-442,2) < 0,0001 В

I CCR1

CCL24/Eotaxin-2 183,5 
(123,1-254,3)

290,1 
(166,9-512,6) 0,0177 К

H CCR3

CCL25/TECK 766,4 
(681,4-908,3)

929,2 
(662,7-1209,0) 0,1228 К

H CCR9

CCL26/Eotaxin-3 66,5 
(55,6-74,1)

68,3 
(54,5-77,4) 0,8231 В 

I CCR3

CCL27CTACK 1042,0
(764,6-1338,0)

1079,0 
(847,9-1335,0) 0,6021 К

H CCR10

CXCL1/Gro-α 876,6 
(490,2-1096,0)

98,0 
(70,4-137,5) 0,0041 В

I CXCR2

CXCL2/Gro-β 365,0 
(330,5-453,1)

314,4 
(278,8-401,1) < 0,0001 В

I CXCR2

CXCL5/ENA-78 1066 
(821,6-1708,0)

591,6 
(496,2-670,4) < 0,0001 В

I CXCR2

CXCL6/GCP-2 79,9 
(62,8-110,1)

30,3 
(24,5-33,5) < 0,0001 В

I CXCR1,2
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Хемокин, пг/мл
Chemokine, pg/ml

Жители ГР
RG residents 

Жители СПб.
SPb. residents p Группа

Group
Рецептор
Receptor

CXCL8/IL-8 11,1 
(9,0-15,1)

13,3 
(8,5-20,4) 0,3713 В

I CXCR1,2

CXCL9/MIG 250,9 
(200,5-308,8)

162,6 
(134-205,6) < 0,0001 В

I CXCR3

CXCL10/IP-10 147,8 
(131,9-188,3)

161,8 
(115,5-207,1) 0,7984 В

I CXCR3

CXCL11/I-TAC 43,4 
(36,9-60,5)

47,1 
(34,3-60,3) 0,9915 В

I CXCR3,7

CXCL12/SDF-1α+β 1734,0
(1501,0-2030,0)

1444,0 
(1268,0-1769,0) 0,0421 К

H CXCR4,7

CXCL13/BCA-1 29,6 
(24,7-37,9)

26,1 
(19,7-33,9) 0,0773 К

H CXCR3,5

CXCL16/SCYB16 400,6 
(317,6-469,1)

431,8 
(383,8-503,0) 0,2376 В

I CXCR6

CX3CL1/Fractalkine 136,8 
(121,7-168,3)

101,5 
(89,7-114,9) < 0,0001 В/К

I/H CX3CR1

Примечание. В – провоспалительный хемокин, К – конститутивный хемокин.
Note. I, inflammatory chemokines; H, homeostatic chemokines.

ТАБЛИЦА 2. УРОВНИ НЕКОТОРЫХ ЦИТОКИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ ЖИТЕЛЕЙ ГВИНЕЙСКОЙ РЕСПУБЛИКИ (ГР) 
И САНКТ-ПЕТЕРБУРГА (СПб.), Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. PLASMA SOME CYTOKINES LEVEL IN THE REPUBLIC OF GUINEA (RG) AND ST. PETERSBURG (SPb.) RESIDENTS, 
Me (Q0.25-Q0.75)

Цитокин, пг/мл
Cytokine, pg/ml

Жители ГР
RG residents

Жители СПб.
SPb. residents

p

GM-CSF 0,0 (0,0-30,7) 19,8 (0,0-44,9) 0,0675

IFNγ 77,8 (70,4-84,0) 55,2 (45,4-64,7) < 0,0001

IL-1β 6,6 (5,8-8,4) 4,4 (3,7-10,3) 0,2776

IL-2 16,1 (14,9-19,3) 12,3 (10,3-13,2) < 0,0001

IL-4 42,4 (39,7-45,7) 35,3 (30,2-40,7) 0,0003

IL-6 10,8 (8,7-12,3) 5,7 (4,3-7,7) < 0,0001

IL-10 33,4 (29,0-42,0) 23,5 (18,0-29,3) < 0,0001

IL-16 990,0 (740,4-1338,0) 846,0 (607,0-1935,0) 0,6782

MIF 1121,0 (777,9-1435,0) 11146,0 (6366,0-23003,0) < 0,0001

TNFα 48,4 (41,5-52,2) 35,1 (28,8-38,9) < 0,0001

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)
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CXCL12/SDF-1α+β наблюдалась тенденция к 
повышению по сравнению с жителями Санкт-
Петербурга (p  <  0,05). В то же время уровень 
CCL23/MPIF-1 был достоверно ниже в группе 
жителей Гвинейской Республики (р  <  0,0001). 
Для хемокинов CCL2/MCP-1 и CCL24/Eotaxin-2 
наблюдалась тенденция к снижению в груп-
пе жителей Гвинейской Республики (р  <  0,05). 
В группах обследованных не было обнаружено 
достоверных (р  >  0,05) различий в содержании 
следующих хемокинов: CCL11/Eotaxin, CCL13/
MCP-4, CCL15/Leukotactin-1, CCL25/TECK, 
CCL26/Eotaxin-3, CCL27/CTACK, CXCL8/IL-8, 
CXCL10/IP-10, CXCL11/I-TAC, CXCL13/BCA и 
CXCL16/SCYB16. 

Результаты определения концентраций цито-
кинов представлены в таблице 2. 

В плазме крови жителей Гвинейской Ре-
спублики были выявлены достоверно повы-
шенные концентрации следующих цитокинов: 
IFNγ, IL- 2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFα (р < 0,0001), 
при этом уровень MIF был достоверно снижен 
(р  <  0,0001), по сравнению с жителями Санкт-
Петербурга. При анализе цитокинов GM-CSF, 
IL-1β и IL-16 достоверных (р > 0,05) различий в 
их содержании у обследованных лиц не обнару-
жено.

Обсуждение
По нашим данным, концентрации трех про-

воспалительных хемокинов: CCL1/I-309, CCL3/
MIP-1α, CCL7/MCP-3 были достоверно выше 
у гвинейцев по сравнению с гражданами Рос-
сийской Федерации. Эти хемокины принимают 
участие в патогенезе различных инфекционных 
заболеваний, в том числе ВИЧ-инфекции. По 
данным официальной статистики больше всего 
людей, живущих с ВИЧ/СПИДом, находится в 
Африке [14]. В 2014 г. в Республике Гвинея выяв-
лено 10 871 ВИЧ-инфицированных (0,58 случаев 
на 100 тыс. населения). В структуре заболеваемо-
сти ВИЧ-инфекция занимала 9-е место по коли-
честву регистрируемых случаев, однако в струк-
туре общей смертности на долю этой инфекции 
приходилось 5% (4 место). На основании лабора-
торного обследования выборки из 5566 человек 
средняя пораженность ВИЧ населения, обратив-
шегося за медицинской помощью в 2015-2017 гг., 
составила 3,6% [3]. В 2018 году в Республике 
Гвинея было зарегистрировано 1,5% населения 
ВИЧ-инфицированных. Хемокин CCL1/I-309 
секретируют активированные Т-клетки, он свя-
зывается с эндотелиальными клетками, сти-
мулирует хемотаксис моноцитов, NK-клеток и 
незрелых В-лимфоцитов, принимает участие в 

ангиогенезе [19]. Хемокин CCL1/I-309 проявля-
ет антиапоптотическую активность [46]. CCL7/
MCP-3 привлекает макрофаги при воспалении и 
метастазах. Этот белок также участвует в рекру-
тинге и активации лейкоцитов. CCL7/MCP-3 в 
низких концентрациях препятствует инфици-
рованию ВИЧ-1. CCL3/MIP-α вырабатывается 
различными клетками врожденного иммунитета, 
а также T- и B-лимфоцитами. Белок играет суще-
ственную роль при туберкулезе, ВИЧ-инфекции 
и других инфекционных заболеваниях. Повыше-
ние этих хемокинов в группе жителей Гвинейской 
Республики может свидетельствовать о наличии 
у них воспаления. Стоит отметить, что большин-
ство данных о повышении этих хемокинов были 
получены при обследовании европейцев. При 
этом исследования концентраций хемокинов у 
жителей Африканского региона малочисленны, 
возможно, что такие значения являются нор-
мальными в данной популяции.

В нашем исследовании было показано, что 
концентрации хемокинов CCL19/MIP-3β и 
CCL21/6Ckine в плазме крови жителей Гвиней-
ской Республики значительно повышены по 
сравнению с гражданами Российской Федера-
ции. CCL19/MIP-3β и CCL21/6Ckine относят к 
конститутивным хемокинам. CCL19/MIP-3β в 
основном синтезируют посткапиллярные венулы 
с высоким эндотелием, а CCL21/6Ckine – стро-
мальные и дендритные клетки Т-зависимых зон 
периферических лимфоидных органов. Общим 
рецептором для них служит CCR7, так назы-
ваемый рецептор «хоуминга». Основная функ-
ция этих хемокинов заключается в привлечении 
клеток иммунной системы, несущих на своей 
поверхности рецептор CCR7, в первую оче-
редь дендритных клеток, Т- и В-лимфоцитов, 
во вторичные лимфоидные органы [21, 40, 41]. 
Известно, что по мере созревания Т-клеток и 
приобретения эффекторных функций изменяет-
ся характер экспрессии рецептора CCR7 [7, 8]. 
Присутствие на мембране клетки CCR7 позво-
ляет выделить популяции «наивных» Т-клеток 
и Т-клеток центральной памяти среди всех цир-
кулирующих Т-лимфоцитов. При этом на по-
верхности эффекторных клеток и терминально-
дифференцированных эффекторов отсутствует 
экспрессия этого рецептора, поскольку функции 
этих клеток реализуются вне лимфоидной тка-
ни. Помимо цитотоксических Т-лимфоцитов и 
Т-хелперов (Th), рецептор CCR7 обнаружен на 
поверхности фолликулярных Th, которые при-
сутствуют не только в лимфоидной ткани, но и 
в циркуляции. Показано, что экспрессия CCR7 
усиливается при стимуляции Т-лимфоцитов 
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IL-2 [47]. При этом в плазме крови жителей Гви-
нейской Республики обнаружено значительное 
возрастание уровня IL- 2, по сравнению с жи-
телями Санкт-Петербурга, что, в свою очередь, 
может быть связано с рецептором CCR7 и его 
лигандами. Различные уровни конститутивных 
хемокинов CCL19/MIP-3β и CCL21/6Ckine в 
двух популяциях косвенно могут свидетельство-
вать о физиологических особенностях в созрева-
нии Т-клеток, что представляет интерес и требует 
дальнейшего исследования. 

Уровни лигандов рецептора CXCR2 – CXCL2/
Gro-β, CXCL5/ENA-78 и CXCL6/GCP-2 в плазме 
крови гвинейцев значительно превышали значе-
ния жителей Санкт-Петербурга (в 1,1; 1,8 и 2,6 
раза соответственно). Кроме общего рецептора 
CXCR2, характерным для этих трех хемокинов 
является способность с высокой афинностью 
взаимодействовать с атипичным хемокиновым 
рецептором DARC (Duffy Antigen Receptor for 
Chemokines), который изначально был описан 
как антиген системы групп крови  – Даффи-ан-
тиген [25]. Этот антиген состоит из двух разных 
вариантов, Fya и Fyb, которые отличаются од-
ной точечной мутацией, кодируемой двумя ко-
доминантными аллелями [48]. У людей с Даффи-
позитивным фенотипом (Fy(a+ b-), Fy(a+ b+) и Fy(a- b+)) 
рецептор DARC в большом количестве представ-
лен на эритроцитах, также он экспрессируется 
на других типах клеток, в том числе на эндотели-
альных [22]. На эндотелии DARC, по-видимому, 
участвует в трансцитозе хемокинов и представле-
нии лейкоцитов крови. Напротив, считается, что 
DARC на эритроцитах способствует захвату хемо-
кинов плазмы крови и их внутриклеточному хра-
нению, таким образом, он обеспечивает нейтра-
лизацию хемокинов из циркуляции [42]. Помимо 
выполнения функции атипичного хемокинового 
рецептора, DARC служит рецептором для маля-
рийных паразитов Plasmodium vivax (P.  vivax)  – 
наиболее широко распространенным в мире, он 
вызывает приблизительно от 70 до 80 миллионов 
случаев малярии в год. Лица с Даффи-негатив-
ным фенотипом устойчивы к инвазии P. vivax, и 
молекулярный механизм, приводящий к фено-
типу Fy(a- b-) у коренных жителей Африки, связан 
с однонуклеотидными полиморфизмами в по-
зициях -33T/C или -46Т/C, которые в конечном 
итоге приводят к отсутствию экспрессии DARC 
на эритроцитах [30]. Несмотря на то, что P. vivax 
широко распространен в тропическом и субтро-
пическом мире, он практически не вызывает 
малярию у жителей Западной Африки, где более 
95% населения имеют Даффи-отрицательный фе-
нотип. Недавно эта точечная мутация была опи-

сана при гетерозиготности в аллеле FYA в других 
эндемичных регионах малярии, и до сих пор не 
понятно, обеспечивает ли она определенную сте-
пень защиты от инфекции P. vivax. Известно, что 
у людей, у которых отсутствует экспрессия DARC 
на эритроидных клетках, снижен риск заражения 
вирусом иммунодефицита человека-1 (ВИЧ-1) 
и наблюдается более медленное прогрессирова-
ние заболевания [27]. Отрицательный фенотип 
Даффи очень редко встречается среди европей-
цев [32]. Таким образом, можно предположить, 
что повышенное содержание хемокинов CXCL2/
Gro-β, CXCL5/ENA-78 и CXCL6/GCP-2  – ли-
гандов DARC у жителей Гвинейской Республики, 
по сравнению с жителями Санкт-Петербурга, об-
условлено отсутствием у них экспрессии DARC 
на эритроцитах. 

Среди проанализированных нами хемоки-
нов лигандами DARC являются следующие: 
CCL2/MCP-1, CCL7/MCP-3, CCL11/Eotaxin, 
CCL13/MCP-4, CCL17/TARC, CXCL8/IL-8, 
CXCL11/I- TAC [25]. Уровень хемокинов CCL7/
MCP-3 и CCL17/TARC также повышен в плаз-
ме крови жителей Гвинейской Республики, по 
сравнению с жителями Санкт-Петербурга. Од-
нако различий в содержании остальных лигандов 
DARC между двумя обследованными выборками 
не обнаружено. 

Среди исследованных нами хемокинов, поми-
мо трех перечисленных, лигандами DARC явля-
ются следующие: CCL2/MCP-1, CCL7/MCP-3, 
CCL11/Eotaxin, CCL13/MCP-4, CCL17/TARC, 
CXCL8/IL-8, CXCL11/I-TAC [25]. Уровень хе-
мокинов CCL7/MCP-3 и CCL17/TARC также 
повышен в плазме крови жителей Гвинейской 
Республики, по сравнению с жителями Санкт-
Петербурга. Однако различий в содержании 
остальных лигандов DARC между двумя группа-
ми обследованных не обнаружено. 

Среди исследованных нами хемокинов при-
сутствуют два хемокина кожи: CCL17/TARC и 
CCL22/MDC, для которых общим рецептором 
является CCR4. Этот рецептор экспрессирует-
ся на поверхности Тh2, Т-регуляторных клетках 
и резидентных Т-клетках кожи [51]. В группе 
гвинейцев значения хемокинов CCL17/TARC 
и CCL22/MDC значительно превышали уров-
ни жителей Санкт-Петербурга. Установлено, 
что при воспалительных реакциях кожи CCL17/
TARC секретируют эндотелиальные клетки ка-
пилляров кожи, в то время как CCL22/MDC се-
кретируют дермальные клетки кожи. Таким обра-
зом, Т-клетки, экспрессирующие CCR4, сначала 
мигрируют по градиенту CCL17/TARC, а затем 
направляются в ткани кожи при участии CCL22/



773

2020, Vol. 22,  4
2020, Т. 22, № 4 Профиль цитокинов у гвинейцев

Cytokine profile in Guineans

MDC [34]. Еще одним хемокином кожи явля-
ется CCL27/CTACK, который взаимодейству-
ет с рецептором CCR10. В обследованных нами 
группах различий в уровне этого хемокина не 
обнаружено. При этом хемокин CCL27/CTACK 
относится к группе конститутивных хемокинов, 
тогда как CCL17/TARC и CCL22/MDC являются 
и воспалительными и конститутивными хемоки-
нами. Обнаруженное повышение концентраций 
CCL17/TARC и CCL22/MDC в плазме крови 
гвинейцев может быть связано с большим воз-
действием на их кожу различных факторов: пара-
зитарной пораженности кожи или повышенной 
инсоляции, а также различиями в микробиоте 
кожи у двух разных популяций людей. Для под-
тверждения или опровержения этих предположе-
ний требуются дальнейшие исследования.

При обследовании группы жителей Гвиней-
ской Республики было выявлено увеличение 
концентрации провоспалительных цитокинов в 
плазме крови по сравнению с жителями Санкт-
Петербурга: TNFα и IL-6. Эти цитокины прини-
мают участие в неспецифической защите орга-
низма от бактериальных и вирусных инфекций. 
Их основные мишени – макрофаги и гранулоци
ты.

Серьезную проблему для стран Африки пред-
ставляют вирусные гепатиты. Распространен-
ность гепатитов в Африке одна из самых высо-
ких в мире. Отдельные провинции Гвинейской 
Республики могут быть отнесены к регионам со 
средней интенсивностью распространения ге-
патитов A и B [3]. Частота обнаружения сероло-
гических маркеров вирусного гепатита В среди 
населения Гвинеи достигает 70% и более. Среди 
обследованных нами жителей Гвинейской Ре-
спублики у 100% людей были выявлены анти-
тела против вируса гепатита А, у 48% – антитела 
против вируса гепатита В (анти-HBs) и у 12% – 
антитела против вируса гепатита С. Полученные 
нами данные согласуются с опубликованными 
ранее результатами [5, 9, 13]. Показано, что зна-
чимую роль в развитии болезней печени играют 
цитокины: TNFα, IL-1, IL-6, IL-8. Повышенная 
выработка этих цитокинов свидетельствует об ак-
тивности и прогрессировании патологического 
процесса в печени [6]. В нашем исследовании в 
плазме крови гвинейцев обнаружены повышен-
ные уровни TNFα, IL-6, что может свидетель-
ствовать о воспалительных процессах в печени. 

При анализе полученных данных обращает 
на себя внимание почти двукратное повышение 
уровня хемокина CCL20/MIP-3α в плазме кро-
ви гвинейцев по сравнению с жителями Санкт-
Петербурга. Роль CCL20/MIP-3α в развитии про-

цессов иммунорегуляции ткани печени описана 
давно. Хемокин CCL20/MIP-3α первоначаль-
но был назван LARC (Liver Activation Regulated 
Chemokine, или хемокин, регулирующий акти-
вацию печени), что указывает на его функцио-
нальную значимость. Он секретируется преиму-
щественно в печени. Рецептором CCL20/MIP-3α 
является CCR6, который широко представлен на 
активированных Т-лимфоцитах, Т- и В-клетках 
памяти, Т-регуляторных клетках и Т-хелперах 17 
типа [37]. От баланса этих клеток может зависеть 
ограничение или усиление развития аутоиммун-
ных процессов. При вирусном гепатите С про-
демонстрирована связь между уровнем CCL20/
MIP-3α и развитием цирроза печени и гепато-
целлюлярной карциномы [44]. Таким образом, 
увеличение CCL20/MIP-3α в плазме крови об-
следованных жителей Гвинейской Республики 
может косвенно свидетельствовать о наличии 
воспалительных процессов в ткани печени.

Хемокины CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 и 
CXCL11/I-TAC являются IFNγ-зависимым ли-
гандам рецептора CXCR3. Показано их участие в 
процессах фиброгенеза печени. Например, была 
подтверждена важная роль лигандов CXCR3 в 
иммунопатогенезе хронического вирусного гепа-
тита С: концентрация этих хемокинов значитель-
но возрастает и имеет прямую связь со степенью 
фиброза печени [2, 10, 50]. Повышенные уровни 
CXCL10/IP-10 в плазме связывают с фиброзом 
печени, тогда как уровни CXCL9/MIG, согласно 
некоторым исследованиям, в основном ассоции-
рованы с воспалением [49]. Возможно, повыше-
ние уровня CXCL9/MIG в плазме крови жителей 
Республики Гвинея также может указывать на 
воспалительные процессы, происходящие в пе-
чени. При этом концентрации CXCL10/IP-10 и 
CXCL11/I-TAC не отличаются в обследованных 
группах. 

Уровень CX3CL1/Fraсtalkine в 1,3 раза выше 
в группе гвинейцев по сравнению с жителями 
Санкт-Петербурга. CX3CL1/Fraсtalkine являет-
ся единственным представителем класса СХ3С-
хемокинов [51]. Этот белок выступает в роли 
конститутивного и воспалительного хемокина, 
существует в растворимой и мембранной формах. 
Растворимый хемокин CX3CL1 обладает мощной 
активностью хемоаттрактанта для Т-клеток и мо-
ноцитов [18]. Установлено, что активность этого 
хемокина в большой степени зависит от особен-
ности взаимодействия с другими цитокинами 
и хемокинами [26]. Показано участие CX3CL1/
Fractalkine во многих заболеваниях человека: 
вирусных инфекциях, аутоиммунных, аллерги-
ческих и онкологических [23, 29, 36], при этом 
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в литературе часто встречаются противоречивые 
данные. Возможно, повышенные значения этого 
хемокина для жителей Гвинейской Республики 
являются нормой.

Концентрация IL-10 повышена у жителей 
Гвинейской Республики. Интерлейкин-10 пред-
ставляет собой плейотропный цитокин, проду-
цируемый широким спектром клеток, такими 
как Т-лимфоциты, В-лимфоциты, тучные клет-
ки, макрофаги. Это противовоспалительный ци-
токин. Он снижает экспрессию цитокинов Th1, 
антигенов MHC класса II и костимулирующих 
молекул на макрофагах, а также увеличивает вы-
живаемость B-клеток, их пролиферацию и про-
дукцию антител. 

Концентрация IFNγ и IL-2 у жителей Гви-
нейской Республики повышена по сравнению с 
жителями Санкт-Петербурга. TNFα, IL-2, IFNγ 
имеют решающее значение в защите от внутри-
клеточных организмов, в том числе вирусов. IL-2 
является фактором роста Т-клеток, необходи-
мым для пролиферации Т-клеток и генерации 
эффекторных клеток и клеток памяти. Важней-
шей функцией IL-2 является контроль иммунных 
реакций и поддержание собственной толерант-
ности, а его отсутствие приводит к дефектному 
контролю эффекторных клеток и развитию ауто-
иммунных заболеваний [15]. Известно, что IFNγ 
принимает участие как в возникновении устой-
чивости к малярии, так и в иммунопатогенезе 
этого заболевания [17].

Концентрация CCL23/MPIF-1 в плазме кро-
ви граждан Гвинейской Республики ниже, чем в 
группе граждан Российской Федерации. Белок 
проявляет хемотаксическую активность в отно-
шении покоящихся Т-лимфоцитов и моноцитов, 
минимальную, но значительную активность в 
отношении нейтрофилов и отрицателен в отно-
шении активированных Т-лимфоцитов. CCL23/
MPIF-1 также является мощным супрессором 
пролиферации для клеток-предшественников 
миелоидного ряда в костном мозге [38]. 

Концентрация CCL24/Eotaxin-2 достоверно 
ниже в группе жителей Гвинейской Республи-
ки. В то же время не обнаружено межгруппо-
вых различий по концентрации CCL11/Eotaxin 
и CCL26/Eotaxin-3. Эотаксины служат хемоат-
трактантами и активаторами для эозинофилов, 
базофилов и T-хелперов 2 типа (Th2), они уча-
ствуют в обострении аллергического воспаления, 
а также в защите от паразитарной инфекции [16, 
39]. CCL24/Eotaxin-2 также проявляет хемотак-
сическую активность в отношении покоящихся 
Т-лимфоцитов, минимальную активность в от-
ношении нейтрофилов [38]. В кишечнике чело-

века присутствует большое количество эозино-
филов, они участвуют в поддержании защитного 
барьера слизистой оболочки и взаимодействуют 
с другими иммунными клетками. Было показано, 
что антигены к гельминтам и простейшим акти-
вируют продукцию цитокинов Th2-типа, хемо-
кинов, привлекающих эффекторные клетки, и 
регуляторных компонентов. После повторного 
воздействия паразитов и вследствие неспособ-
ности хозяина предотвращать или устранять ки-
шечные инфекции, вызванные гельминтами или 
простейшими, развиваются иммунные реакции с 
уменьшением провоспалительных и регулятор-
ных цитокинов и хемокинов  – это необходимо 
для частичного контроля паразитов, а также пре-
дотвращения чрезмерного повреждения тканей и 
органов хозяина [31]. В активации эозинофилов 
участвует IgE. В самом деле, более высокие уров-
ни IgE наблюдаются у коренных жителей Афри-
ки. Уровень общего IgE обычно повышен при 
аллергических заболеваниях, а также при парази-
тарной инфекции. В то же время было показано, 
что африканцы, не страдающие ни атопией, ни 
астмой, ни сенсибилизацией аскаридами, имели 
средний уровень общего IgE, аналогичный уров-
ням, наблюдаемым у европейцев. Таким обра-
зом, гельминтозная инфекция, а не генетические 
различия, может быть основным определяющим 
фактором уровня IgE в определенных популяци-
ях [33]. Возможно, отсутствие межгрупповых раз-
личий в концентрации CCL11/Eotaxin и CCL26/
Eotaxin-3 связано с тем, что эти два хемокина от-
носятся к группе воспалительных хемокинов. В то 
же время CCL24/Eotaxin-2 принадлежит к груп-
пе конститутивных хемокинов. Таким образом, 
возможно, снижение CCL24/Eotaxin-2 в плазме 
крови может быть связано с хроническим пара-
зитозом у гвинейцев, что может быть нормой для 
африканцев. Стоит отметить, что IL-4 способен 
повышать уровень IgE [28]. Уровень IL-4 в плазме 
крови гвинейцев достоверно выше по сравнению 
с группой жителей Санкт-Петербурга. IL-4 сти-
мулирует гуморальное звено иммунитета. Цито-
кин продуцируется T-клетками, миелоидными 
клетками, такими как базофилы и тучные клетки.

В нашем исследовании мы обнаружили, что 
концентрация MIF в плазме крови почти в 10 раз 
ниже у жителей Гвинейской Республики по срав-
нению с гражданами Российской Федерации. 
MIF (Macrophage Migration Inhibition Factor  – 
фактор, подавляющий миграцию макрофагов) – 
один из первых открытых цитокинов [20]. Для 
MIF характерно разнообразие биологических 
функций, он выступает в роли цитокина, фер-
мента, гормона. Уникальная особенность MIF 
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состоит в способах реализации его активностей и 
путей проникновения в клетку [12]. Физиологи-
ческая активность MIF очень широка, он являет-
ся плейотропным универсальным неспецифиче-
ским фактором. MIF  – единственный цитокин, 
который находится в клетках практически всех 
органов и тканей в преформированном состоя-
нии. В основном MIF продуцируют моноциты, 
макрофаги, Т-лимфоциты, клетки эндотелия, ге-
патоциты и нейроны. MIF является конститутив-
но экспрессируемым белком, а также его отно-
сят к воспалительным цитокинам. Этот цитокин 
играет важную роль в патогенезе практически 
всех заболеваний человека: от воспалительных до 
онкологических. Причины значительных межпо-
пуляционных различий по концентрации MIF в 

плазме крови человека не ясны. Для выяснения 
причин требуются дальнейшие обследования 
групп.

Таким образом, в настоящем исследовании 
впервые определены границы нормы содержа-
ния широкого спектра цитокинов/хемокинов в 
плазме крови жителей Гвинейской Республики. 
Были выявлены значительные межпопуляцион-
ные различия, в том числе среди конститутивных 
хемокинов. Эти различия могут быть связаны с 
разной средой обитания, циркуляцией инфек-
ционных заболеваний, содержанием микробио-
ты кишечника, кожи и слизистых, а также гене-
тическими различиями. Полученные результаты 
могут стать основой для проведения дальнейших 
исследований.
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АНАЛИЗ АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ CLIC1, 
MSH5, C6orf26, C6orf25 С УРОВНЕМ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА 
HSPA1B
Вавилова Ю.Д., Бойко А.А., Коваленко Е.И., Гречихина М.В., 
Шустова О.А., Ажикина Т.Л., Сапожников А.М.
ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия

Резюме. Белки теплового шока (HSPs, heatshock proteins) образуют одну из клеточных молекуляр-
ных систем, обладающую шаперонной активностью, направленную на стабилизацию структуры вну-
триклеточных протеинов, обеспечение устойчивости клеток к стрессу, на ренатурацию неправильно 
свернутых и элиминацию денатурированных цитоплазматических белков. Учитывая важную роль 
нарушений уровня экспрессии HSPs в патогенезе целого ряда заболеваний, в нашей работе был про-
веден поиск ассоциации наличия однонуклеотидных замен (SNPs) в отобранных нами актуальных 
участках генома с базальным уровнем транскрипционной активности генов группы HSPA, а именно 
HSPA1A/B, HSPA1A, HSPA1B, HSPA6 и HSPA8 в мононуклеарных лейкоцитах (PBMС) в группе добро-
вольцев из популяции населения средней части России. Исследование проводили с использовани-
ем ДНК и РНК, выделенных из лимфоцитов периферической крови 16 доноров. Генотипирование 
проводилось методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с последующим секвенированием ПЦР 
продукта. Для оценки уровня экспрессии генов группы HSPA проводили синтез кДНК на матрице 
РНК, выделенной из образцов клеточных фракций PBMC с последующим проведением полиме-
разной цепной реакции в режиме реального времени. Было проведено генотипирование участков, 
в которых находятся следующие полиморфизмы: rs400547 (A/G), rs1150793 (G/A), rs707936 (A/G), 
rs707915 (A/T), rs376510 (T/C), находящиеся в генах CLIC1, MSH5, C6orf26, MSH5, C6orf25 соответ-
ственно. Был охарактеризован базальный уровень транскрипции генов конститутивно экспресси-
рующихся и индуцируемых белков семейства HSP70 и проведен поиск ассоциации их экспрессии с 
полиморфизмами. Было обнаружено, что в клетках PBMC генотип AG/AA (SNP rs400547), AG/ GG 
(rs1150793), AG (rs707936), TA (rs707915), TC (rs376510) по изученным нами участкам ассоцииро-
ван c понижением транскрипции гена HSPA1B (p = 0,02), по сравнению с гомозиготами: GG (SNP 
rs400547), AA (rs1150793), GG (rs707936), TT (rs707915), CC (rs376510). Ассоциации указанных по-
лиморфизмов с экспрессией генов HSPA1A, HSPA6 и HSPA8 выявлено не было. Гены CLIC1, MSH5, 
C6orf26, C6orf25, в которых присутствуют изученные нами полиморфизмы, находятся в одном локусе 
вблизи гена HSPA1B на 6-й хромосоме. Обнаруженное нами снижение экспрессии гена HSPA1B при 
наличии однонуклеотидных полиморфизмов в близлежащих генах может свидетельствовать о про-
странственных взаимодействиях этого локуса и локуса гена HSPA1B и о том, что изменение генотипа 
CLIC1, MSH5, C6orf26, C6orf25 может повлечь за собой изменение экспрессии близко расположенных 
генов, которые являются функционально значимыми для клетки.
Ключевые слова: белки теплового шока, ген HSPA1B, полиморфизмы
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ANALYSIS OF THE ASSOCIATION OF THE POLYMORPHISM 
OF THE CLIC1, MSH5, C6orf26, C6orf25 GENES WITH 
THE EXPRESSION LEVEL OF THE HSPA1B GENE
Vavilovа Yu.D., Boyko A.A., Kovalenko E.I., Grechikhina M.V., 
Shustova O.A., Azhikina T.L., Sapozhnikov A.M. 
M. Shemyakin and Yu. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow,  
Russian Federation

Abstract. Heat shock proteins (HSP, heat shock proteins) form one of the cellular molecular systems with 
chaperone activity, aimed at stabilizing the structure of intracellular proteins, ensuring the resistance of cells 
to stress, renaturation of incorrectly folded and elimination of denatured intracellular proteins.Our task was 
to look for an association between the presence of single nucleotide polymorphisms in selected regions of the 
genome and the basal level of transcriptional activity of the HSPA group genes, namely HSPA1A/B, HSPA1A, 
HSPA1B, HSPA6 and HSPA8 in mononuclear leukocytes (PBMC), analyzed in our experiments volunteers 
from the population of the middle part of Russia in order to analyze the universality of the biological effects 
of these SNPs.The study was performed on DNA and RNA isolated from peripheral blood lymphocytes of 16 
donors. Genotyping was performed by the polymerase chain reaction (PCR) followed by sequencing of the PCR 
product. To assess the level of gene expression of the HSPA group, cDNA was synthesized on an RNA template 
isolated from PBMC cell fraction samples, followed by real-time polymerase chain reaction.The following 
types of polymorphisms were genotyped: rs400547 (A/G), rs1150793 (G/A), rs707936 (A/G), rs707915 (A/T), 
rs376510 (T/C) located in the CLIC1, MSH5, C6orf26, MSH5, C6orf25genes, respectively. We determined the 
basal level of transcription of genes of constitutively expressed and inducible proteins of the HSP70 family and 
searched for the association of their expression with polymorphisms.It was found that in PBMC cells, DNA 
that has the following genotype: AG/AA (SNP rs400547), AG/GG (rs1150793), AG (rs707936), TArs707915, 
TC (rs376510), in the regions we studied, is associated with a decrease in the transcription of the HSPA1B gene 
(p = 0.02) compared with homozygotes: GG (SNP rs400547), AA (rs1150793), GG (rs707936), TT (rs707915), 
CC (rs376510).Associations of these polymorphisms with gene expression of HSPA1A, HSPA6 and HSPA8 
have not been identified.The CLIC1, MSH5, C6orf26, C6orf25 genes, in which the polymorphisms studied 
by us are present, are located in the same locus near the HSPA1B gene on the 6th chromosome. We found a 
decrease in HSPA1B gene expression in the presence of single nucleotide polymorphisms in nearby genes may 
indicate spatial interactions of this locus and the HSPA1B gene locus, and that a change in the genotype CLIC1, 
MSH5, C6orf26, C6orf25 may entail a change in the expression of closely arranged genes which are functionally 
significant for the cell.

Keywords: SNPs, heat shock proteins, HSPA1B gene

Введение
Белки теплового шока (HSP, heat shock 

proteins) образуют одну из клеточных молекуляр-
ных систем, обладающую шаперонной активно-
стью, направленную на стабилизацию структу-
ры внутриклеточных протеинов, обеспечение 
устойчивости клеток к стрессу, на ренатурацию 
неправильно свернутых и элиминацию денатури-
рованных внутриклеточных белков. Однако HSP 
обладают не только шаперонной активностью, 
но и участвуют в регуляции сигнальных путей, 
вовлеченных, в частности, в процессы клеточ-
ной дифференцировки, пролиферации и апопто-
за [1].

Семейство белков-шаперонов HSP70 состав-
ляют несколько высококонсервативных и вы-
сокогомологичных белков, экспрессия которых 
выявлена во всех живых организмах. У человека 
семейство HSP70 включает в себя белки с мо-
лекулярной массой 66-78 кДа (номенклатура 
HUGO Gene Nomenclature Committee). Извест-

но о 15 членах этого семейства, кодируемых раз-
ными генами. Несмотря на высокую гомологию 
внутри семейства белков HSP70, они кодируются 
разными генами HSPA, которые в основном ло-
кализованы на разных хромосомах. К экспрес-
сирующимся в клетке конститутивным белкам 
HSP70 относится превалирующий в клетке в не-
стрессовых условиях цитозольный белок HSPA8, 
или Hsc70 (heat shock cognate), с молекулярной 
массой 73 кДа, продукт гена HSPA8. К основным 
стресс-индуцируемым белкам семейства HSP70 
относят белки HSP70-1 и HSP70-2, кодируемые 
отдельными генами HSPA1A и HSPA1B. Данные 
белки отличаются друг от друга двумя аминокис-
лотами, и в функциональном плане они счита-
ются взаимозаменяемыми [2]. Также идентифи-
цирован минорный стресс-индуцируемый белок 
HSP70B’, кодируемый геном HSPA6.

Ранее нами было показано, что в лейкоцитах 
различного типа различается не только консти-
тутивная транскрипционная активность генов 
семейства HSPA1A/B, HSPA6 и HSPA8, но и из-
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менение этой активности в ответ на стресс [3], 
что свидетельствует о наличии тонкой регуляции 
экспрессии генов HSPA даже на уровне одной 
клеточной популяции.

В настоящее время показана взаимосвязь меж-
ду однонуклеотидными полиморфизмами (SNPs) 
в генах HSPA1A, HSPA1B и восприимчивостью к 
инфекционным и воспалительным заболевани-
ям [4, 5, 6, 7], а также показана взаимосвязь таких 
SNP с злокачественными новообразованиями [8, 
9]. Недавно были опубликованы результаты ис-
следования, в котором с использованием боль-
шой выборки из популяции африканского на-
селения были найдены ассоциации SNPs генов 
CLIC1, MSH5, C6orf26, C6orf25, расположенных в 
непосредственной близости от генов HSPA1A/B, 
с уровнем экспрессии HSPA1B [12]. 

Основываясь на результатах указанной ра-
боты, для нашего исследования были отобраны 
SNPs, характеризующиеся максимальной ассо-
циацией с уровнем экспрессии HSPA1B (rs400547 
(A/G), rs1150793 (G/A), rs707936 (A/G), rs707915 
(A/T), rs376510 (T/C)). 

Задачей нашей работы был поиск ассоциа-
ции между наличием однонуклеотидных замен в 
отобранных нами участках генома и базальным 
уровнем транскрипционной активности генов 
группы HSPA, а именно HSPA1A/B, HSPA1A и 
HSPA1B, HSPA6 и HSPA8 в мононуклеарных лей-
коцитах (PBMС), в проанализированной в наших 
экспериментах группе добровольцев из попу-
ляции населения средней части России с целью 
анализа универсальности биологических эффек-
тов указанных SNPs.

Материалы и методы
Работа проводилась с соблюдением прин-

ципов добровольности и конфиденциальности, 
было получено разрешение локального комитета 
по биомедицинской этике. Исследование прово-
дили на ДНК и РНК, выделенных из лимфоци-
тов периферической крови 16 доноров: 7 мужчин 
и 9 женщин в возрасте 31-75 лет (средний возраст 
55,5±3,1 лет). Все доноры – представители Рос-
сийской популяции, относящиеся к европеоид-
ной расе. 

Периферическую кровь собирали закрытым 
способом в стерильные пробирки, содержа-
щие в качестве антикоагулянта ЭДТА (Vacutube, 
Италия). 

Из образцов периферической крови методом 
седиментационного разделения клеток на гради-
енте плотности с помощью коммерческой среды 
Polymorphprep (Axis-Shield, Швеция) выделяли 
клеточную фракцию мононуклеарных лейкоци-
тов (PBMС), включающую преимущественно 
лимфоциты (до 95%) и моноциты (5%). В каж-
дом образце содержалось около 6 млн клеток. Из 
образцов клеточных фракций PBMC выделяли 
тотальную ДНК и РНК коммерческим набором 
"AllPrep DNA/RNA MiniKit" (Qiagen, США). 
Измерение концентрации выделенной ДНК и 

РНК производили на спектрофотометре BioDrop 
при длинах волн 260/280 нм (GE Healthcare Life 
Science, Великобритания). Среднее количество 
выделенной геномной ДНК варьировало от 1 до 
27 мкг, РНК – от 2 до 9 мкг.

Генотипирование проводилось методом по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) с последу-
ющим секвенированием ПЦР продукта. ПЦР 
проводили с использованием ПЦР ампли-
фикатора SimpliAmp Thermal Cycler (Thermo 
Fisher Scientific). Реакционная смесь в объеме 
50 мкл содержала 0,5 мкл Q5 High-Fidelity ДНК-
полимеразы (New England BioLabs), 10 мкл 5× 
Reaction Buffer (New England BioLabs), 30,5 мкл 
воды очищенной от ДНКаз, 0,15 mM смеси де-
зоксинуклеозидтрифосфатов, по 0,01 mM каждо-
го из праймеров, 10 нг геномной ДНК. Амплифи-
кацию проводили в следующем температурном 
режиме: 98 °С/30 с – первый цикл, потом 30 ци-
клов: 98 °С/10 с, 67 °С/10 с, 72 °С/20 с, последний 
цикл – 72 °С/2 мин. Олигонуклеотидные прайме-
ры приведены в таблице 1. Подобранные прайме-
ры были заказаны в фирме «Евроген» (Россия). 

Продукты амплификации выделяли очист-
кой на 1% агарозном геле набором реактивов 
"Monarch DNA Gel Extraction Kit" (New England 
BioLabs). Выделенные фрагменты ДНК секвени-
ровали по методу Сэнгера. Полученные данные 
секвенирования анализировали с помощью про-
граммы Chromas 2.6.4.

Для оценки уровня экспрессии генов группы 
HSPA проводили синтез кДНК на матрице РНК, 
выделенной из образцов клеточных фракций 
PBMC с последующим проведением полимераз-
ной цепной реакции в режиме реального време-
ни. Синтез кДНК осуществляли с помощью ре-
акции обратной транскрипции с использованием 
обратной транскриптазы MMLV и вырожденных 
гексамерных праймеров по протоколу произво-
дителя («Евроген», Россия). Гексамерные прай-
меры (12 пмоль) добавляли в смесь объемом 10 
мкл, содержащую 2 мкг тотальной РНК. Смесь 
нагревали в течение 2 мин при 70 °C, а затем ин-
кубировали во льду 10 мин. Для реакции обрат-
ной транскрипции и синтеза кДНК реакционную 
смесь инкубировали при 42 °C и 70 °C в течение 
120 и 15 мин соответственно. 

Для проведения полимеразной цепной ре-
акции в режиме реального времени (qRT-PCR) 
были подобраны специфические праймеры 
(табл. 1) (5’-3’) к отдельным генам группы HSPA 
и референсному гену с помощью программы 
PerlPrimer (http://perlprimer.sourceforge.net/). 

Для проведения qRT-PCR (конечный объ-
ем составил 25 мкл) в реакционную смесь до-
бавляли 5 мкл коммерческой реакционой смеси 
qPCRmix-HSSYBR («Евроген», Россия), 1 мкл 
3 mM праймеров (прямого и обратного), 0,5 мкл 
кДНК и 17,5 мкл воды, очищенной от РНКаз. 
Реакцию амплификации проводили на прибо-
ре LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Германия). 
Прибор программировали следующим образом: 
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Статистическая обработка данных
Степень накопления мРНК анализирова-

ли по алгоритму с определением коэффициента 
эффективности отжига праймеров. Для анализа 
использовали программы LightCycler 480 версия 
SW1.5.1, Exor4, LinRegPCR, LC480 Conversion. 
Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с помощью программного па-
кета GraphPad Prism 6. Для сравнения выборок 
использовали критерий Манна–Уитни.

Результаты и обсуждение
Было проведено генотипирование участков, в 

которых находятся следующие полиморфизмы: 
rs400547 (A/G), rs1150793 (G/A), rs707936 (A/G), 
rs707915 (A/T), rs376510 (T/C), находящиеся в 
генах CLIC1, MSH5, C6orf26, MSH5, C6orf25 со-
ответственно. Данные полиморфизмы были вы-
браны на основе исследований, в которых была 
показана ассоциация этих нуклеотидных поли-
морфизмов с уровнем экспрессии гена HSPA1B 
в африканской популяции [12]. Нами были из-
учены 16 представителей российской популяции, 
относящихся к европеоидной расе.

В основном выборка оказалась достаточно 
однородной, у большинства принявших участие 
в исследовании добровольцев не было обнару-
жено ни одного из указанных полиморфизмов 
(табл.  2). У трех человек выявлена гетерозигот-
ность по всем исследуемым полиморфным ну-
клеотидам. Еще один индивид имел гомозигот-
ные однонуклеотидные замены, rs400547 (A/A), 

ТАБЛИЦА 1. СПЕЦИФИЧЕСКИЕ ПРАЙМЕРЫ К АНАЛИЗИРУЕМЫМ ГЕНАМ ГРУППЫ HSPA
TABLE 1. SPECIFIC PRIMERS FOR THE ANALYZED GENES OF THE HSPA GROUP

Специфические праймеры к анализируемым генам группы HSPA
Specific primers for the analyzed genes of the HSPA group

Ген
Gene

Прямой праймер
Forward primer

Обратный праймер
Reverse primer

HSPA1A/B AGGTGCAGGTGAGCTACAAG CTCGGCGATCTCCTTCATC
HSPA1A TTTTTCCGGTTTCTACATGCAG CAACTTAAAAAATGGCCTGAGT
HSPA1B TCTTTAGTATGTTTGTCTTTGAGGTGG TGGCAGTGTTGATTCATTTAAAGG
HSPA8 TGCTGCTCTTGGATGTCACT AAGGTCTGTGTCTGCTTGGT
HSPA6 ACCCAGGTGTATGAGGGTGA TCTATCTGGGGGACTCCACG
β-актин CACCACACCTTCTACAATGAG GTCTCAAACATGATCTGGGTC

Последовательности специфичных праймеров к участкам генов, в которых находятся исследуемые 
нами однонуклеотидные замены

The sequence of specific primers to the regions of the genes in which the studied single nucleotide  
polymorphisms are located

SNP Прямой праймер
Forward primer

Обратный праймер
Reverse primer

rs400547 TTTACTCGTGGGTGAGGCTGT GAAGGGACAGTGAGGATGAGG
rs1150793 ACGCACTGGTGACATCATCTС AAATTACCCTGCCGATTCCT
rs707936 TGGGGAAAAGGAAGAGAATGACA GACGAGAAGCCAACCCAGTA
rs707915 TCCCAGGAGCACAGAGAG CATAAGGCAGAGGGGAGATCT
rs376510 TAGCAAGCACAGAGCAGGTG TCTATCTCCAGCCCCATGTT

Рисунок 1. Ассоциация генотипов AG/GG (rs1150793) 
и AA (rs1150793) гена MSH5 с базальным уровнем 
транскрипции гена HSPA1B
Примечание. * – p < 0,05.
Figure 1. Association of genotypes AG/GG (rs1150793) and AA 
(rs1150793) of the MSH5 gene with a basal level of transcription 
of the HSPA1B gene.
Note. *, p < 0.05.

прединкубация (95  °C, 5 мин), затем 40 циклов, 
в которые входят режимы денатурации (95  °C, 
10 с), отжига праймеров (60 °C, 10 с) и удлинения 
ДНК (72 °C, 10 с). Каждый образец для амплифи-
кации был внесен в трех повторах. Уровень зна-
чений экспрессии интересующих генов для каж-
дого донора в клеточных фракциях нормировали 
по референсному гену b-actin («ген домашнего 
хозяйства»).
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rs1150793 (G/G), rs376510 (T/T), отличные от 
гомозигот, выявленных у большинства исследо-
ванных доноров. В участках rs707936 и rs707915 у 
этого индивида были выявлены гетерозиготные 
замены (A/G) и (A/T) соответственно. 

Нами было проведено определение базаль-
ного уровня транскрипции генов конститутив-
но экспрессирующихся и индуцируемых белков 
семейства HSP70, и проведен поиск ассоциации 
их экспрессии с полиморфизмами. Было обна-
ружено, что в клетках PBMC ДНК, имеющая 
следующий генотип: AG/AA (SNP rs400547), 
AG/ GG (rs1150793), AG (rs707936), TArs707915, 
TC (rs376510), по изученным нами участкам 
ассоциирована c понижением транскрипции 
гена HSPA1B (p  =  0,02), по сравнению с гомо-
зиготами (GG (SNP rs400547), AA (rs1150793), 
GG (rs707936), TT (rs707915), CC (rs376510)) 
(рис.  1). Ассоциации указанных полиморфиз-
мов с экспрессией генов HSPA1A, HSPA6 и HSPA8 
выявлено не было. По данным исследований, 
суммированных Национальным центром биотех-
нологической информации США (1000 Genomes, 
TOPMED), частота встречаемости указанных по-
лиморфизмов составляет 11-12% (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/snp). В нашей небольшой груп-
пе представителей российской популяции для 
rs707936 и rs707915 она составляет 12.5%, а для 
rs400547, rs1150793 и rs376510  – 15,6%. Неболь-

шие отличия от опубликованных данных могут 
объясняться малой выборкой. 

Гены CLIC1, MSH5, C6orf26, C6orf25, в которых 
присутствуют изученные нами полиморфизмы, 
находятся в одном локусе вблизи гена HSPA1B 
на 6-й хромосоме. Обнаруженное нами сниже-
ние экспрессии гена HSPA1B при наличии одно-
нуклеотидных полиморфизмов в близлежащих 
генах может свидетельствовать о пространствен-
ных взаимодействиях этого локуса и локуса гена 
HSPA1B и о том, что изменение генотипа CLIC1, 
MSH5, C6orf26, C6orf25 может повлечь за собой 
изменение экспрессии близко расположенных 
генов, которые являются функционально значи-
мыми для клетки.

Интересно, что у всех доноров, прослежива-
ется следующая закономерность: если обнару-
живается однонуклеотидная замена в одном из 
изученных нами генов CLIC1, MSH5, C6orf26, 
C6orf25, то замены наблюдаются и в остальных. 
Таким образом, можно предположить наличие 
некого гаплотипа, сочетающего указанные поли-
морфизмы, ассоциированные со снижением экс-
прессии HSPA1B.

В заключение можно отметить, что сравнение 
изложенных результатов с данными, получен-
ными в недавно опубликованной работе наших 
коллег [12], указывает на определенную универ-
сальность биологических эффектов проанализи-
рованных SNPs.

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ГЕНОТИПИРОВАНИЯ, В КОТОРЫХ НАХОДЯТСЯ ИССЛЕДУЕМЫЕ ПОЛИМОРФИЗМЫ, 
И РЕЗУЛЬТАТЫ ИЗМЕРЕНИЯ СРЕДНЕГО УРОВНЯ ТРАНСКРИПЦИИ ГЕНОВ ГРУППЫ HSPA
TABLE 2. GENOTYPING RESULTS OF THE STUDIED POLYMORPHISMS AND THE RESULTS OF MEASURING THE AVERAGE 
LEVEL OF TRANSCRIPTION OF GENES OF THE HSPA GROUP

Генотип
Genotype

CLIC1
rs400547

Intron

Генотип
Genotype

MSH5
rs1150793

Intron

Генотип
Genotype
C6orf26

rs707936
Downstream

Генотип
Genotype

MSH5
rs707915

Intron

Генотип
Genotype
C6orf25

rs376510
Promoter

Кол-во доноров
Number 

of donors
(N)

G/G A/A G/G T/T C/C 12
A/G A/G A/G T/A C/T 3
A/A G/G A/G T/A T/T 1

Средний уровень транскрипции генов группы HSPA (относительно уровня транскрипции ββ-актина)
The average level of transcription of genes of the HSPA group (relative to the level of transcription of β-actin)

Генотип
Genotype

CLIC1
rs400547

Intron

HSPA1A/B HSPA1A HSPA1B HSPA6 HSPA8

G/G 0,0084 (±0,0016) 0,0347 (±0,006) 0,0031 (±0,0009) 0,0062 (±0,002) 0,0949 (±0,022)
A/G 0,0074 (±0,0061) 0,0266 (±0,02) 0,0010 (±0,0003) 0,0058 (±0,0045) 0,0717 (±0,05)
A/A 0,0020 0,0058 0,0006 0,0029 0,0253
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СОСТОЯНИЕ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ У ЖЕНЩИН ПРИ 
ИСПОЛЬЗОВАНИИ ПРОБИОТИКА «ПРОВАГ»
Козлов В.А.1, Борисов А.Г.2, Савченко А.А.2, 3, Кондаков А.Е.2, 
Кудрявцев И.В.4, 5

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия  
2 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр „Красноярский научный центр Сибирского отделения 
Российской академии наук“», обособленное подразделение «Научно-исследовательский институт 
медицинских проблем Севера», г. Красноярск, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Сибирский федеральный университет», г. Красноярск, Россия  
4 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
5 ГБОУ ВПО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Лактобактерии широко применяются в клинической практике как пробиотики, био-
логически активные добавки и пробиотические продукты функционального питания. Некоторые 
пробиотики можно рассматривать как бактериальные вакцины, на действие которых формируется 
иммунный ответ с выработкой специфических антител. Целью исследования явилось изучение со-
стояние клеточного и гуморального звеньев иммунитета у женщин при использовании пробиотиче-
ских штаммов лактобактерий. В исследование включена 31 здоровая женщина в возрасте 25-45 лет. 
В качестве источника комплекса пробиотических лактобактерий использовался препарат «Проваг» 
(RU 77.99.11.003.E.003746.02.11 от 11.02.2011, в 1 капсуле содержится 109 Lactobacillus gasseri 57C, 
Lactobacillus fermentum 57A и Lactobacillus plantarum 57B). Препарат применялся в течение 30 суток из 
расчета 1 капсула в день. Исследование состояние иммунной системы проводилось дважды: перед на-
чалом приема препарата и через 30 дней. Исследование популяционного и субпопуляционного соста-
ва лимфоцитов крови проводили методом проточной цитометрии при использовании прямой имму-
нофлуоресценции. Концентрацию иммуноглобулинов класса А, М, G в сыворотке крови определяли с 
помощью иммуноферментного метода. Для определения специфических антител использовали реак-
цию пассивной гемагглютинации с эритроцитарным диагностикумом. В качестве источника антигена 
использовали комплекс пробиотических лактобактерий Lactobacillus gasseri, Lactobacillus fermentum и 
Lactobacillus plantarum соответствующие препарату «Проваг». Установлено, что через 30 суток прие
ма пробиотического препарата «Проваг» у здоровых женщин в периферической крови повышается 
количество Т- и В-лимфоцитов. Увеличение содержания Т-клеток осуществляется за счет фракции 
Т-хелперов. Повышение в уровнях Т-хелперов и В-лимфоцитов приводит к стимуляции гуморального 
звена иммунной системы, что реализуется в увеличении концентрации IgA и IgG в сыворотке крови. 
С помощью реакции пассивной гемагглютинации установлено, что у 90,0% здоровых женщин через 30 
суток приема препарата «Проваг» в крови повышается содержание специфических IgA.

Ключевые слова: иммунитет, Т-хелперы, цитотоксические Т-лимфоциты, В-лимфоциты, иммуноглобулины, пробиотик 
«Проваг»
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STATE OF THE IMMUNE SYSTEM IN WOMEN USING 
THE “PROVAG” PROBIOTIC
Kozlov V.A.a, Borisov A.G.b, Savchenko A.A.b, c, Kondakov A.E.b, 
Kudryavtsev I.V.d, e

a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk Research Center, Siberian Branch, Russian 
Academy of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation  
c Siberian Federal University, Krasnoyarsk, Russian Federation  
d Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
e First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. Lactobacilli are widely used in clinical practice as probiotics, biologically active additives and 
probiotic products for functional nutrition. Some probiotics can be considered as bacterial vaccines due to 
induction of immune response, accompanied by production of specific antibodies. The aim of the present study 
was to evaluate the state of cellular and humoral immunity in women by using probiotic strains of lactobacilli. 
The study included 31 healthy women aged 25-45 years. As a source of probiotic lactobacterial complex, 
we used the “Provag” preparation (RU 77.99.11.003.E.003746.02.11 of 11.02.2011, 1 capsule contains 109 
Lactobacillus gasseri 57C, Lactobacillus fermentum 57A и Lactobacillus plantarum 57B). The drug was used 
for 30 days, at a rate of one capsule per day. The immune system was examined twice: before administering 
the drug and after 30 days of treatment. The study of blood lymphocyte populations and subpopulations was 
performed by flow cytometry using direct immunofluorescence technique. The concentration of IgA, IgM, IgG 
in blood serum was determined using enzyme immunoassay. To determine specific antibodies, we used passive 
hemagglutination reaction with erythrocyte diagnosticum. The complex of probiotic lactobacilli Lactobacillus 
gasseri, Lactobacillus fermentum and Lactobacillus plantarum corresponding to the “Provag” preparation was 
used as a source of antigen. It has been revealed that the number of T and B lymphocytes in peripheral blood 
increased after 30 days of treatment with the probiotic preparation “Provag” in healthy women. Elevated 
contents of T cells was due to the T helper cell fraction. Increased levels of T helpers and B lymphocytes were 
associated with stimulation of humoral immunity, as evidenced by increasing concentration of IgA and IgG 
in blood serum. By means of passive hemagglutination reaction, we have found that 90% of healthy women 
showed increased concentrations of specific IgA in blood after 30 days of treatment with “Provag” preparation.

Keywords: immunity, T helpers, cytotoxic T lymphocytes, B lymphocytes, immunoglobulins, probiotic “Provag”

Введение
Мукозальный иммунитет и микрофлору сли-

зистых влагалища можно рассматривать как 
единую структурно-функциональную систему 
организма, защищающую слизистые от патоген-
ных микроорганизмов [2, 3]. Из более 50 видов 
микроорганизмов, извлеченных из вагинального 
тракта, наиболее распространенными являются 
лактобактерии, играющие ключевую роль в под-
держании здоровья и профилактики инфекций. 
Лактобактерии за счет способности образовывать 
молочную кислоту, перекись водорода, лизоцим 
и другие вещества угнетают развитие патогенных 
и условно-патогенных микроорганизмов [5, 13].

Лактобактерии широко применяются в кли-
нической практике как пробиотики, биологиче-
ски активные добавки, так и как пробиотические 
продукты функционального питания. Доказана 
их клиническая эффективность [10, 12, 14]. Од-
нако механизм действия применения пробиоти-
ков остается до настоящего времени непонятен 

и не может быть объяснен только механическим 
замещением микрофлоры.

Между тем действие некоторые пробиотиков 
можно рассматривать как иммунизацию, форми-
рующую иммунный ответ с выработкой специ
фических антител, прежде всего секреторных 
IgA. Секреторный IgA – основной иммуноглобу-
лин секретов слизистых оболочек, представляет 
собой димерную форму со связанными за счет се-
креторного компонента Fc-фрагментами. За счет 
этого взаимодействие IgA с системой компле-
мента и клетками иммунной системы выражено 
слабо. Микрофлора стимулирует продукцию се-
креторного IgA, который помогает поддерживать 
пространственную сегрегацию микрофлоры без 
ущерба для метаболической активности микро-
бов. То есть IgA является своеобразной защитой 
нормальной микрофлоры, в том числе и лакто-
бактерий, от иммунной системы организма хозя-
ина [9, 11]. Имеются отдельные эксперименталь-
ные исследования, показывающие влияние на 
иммунитет пробиотиков на основе лактобакте-
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рий. Так, в работе Wen K. и соавт. (2011) показано, 
что при введении штаммов Lactobacillus acidophilus 
гнотобиотическим свиньям изменяется феноти-
пический репертуар γδТ-лимфоцитов [15]. В ис-
следовании Kandasamy S. и соавт. (2014) уста-
новлено, что у пробиотико-колонизированных, 
вакцинированных Lactobacillus rhamnosus свиней 
повышается активность В-лимфоцитов и уровень 
секреторного IgA на слизистой кишечника  [6]. 
При этом отсутствуют исследования изменений 
иммунной системы у людей при воздействии 
пробиотических штаммов лактобактерий, в том 
числе при терапии, направленной на нормализа-
цию микрофлоры влагалища.

Целью исследования явилось изучение состоя-
ния клеточного и гуморального звеньев иммуни-
тета у женщин при использовании пробиотиче-
ских штаммов лактобактерий.

Материалы и методы
В исследование включена 31 здоровая жен-

щина в возрасте 25-45 лет. В качестве ис-
точника комплекса пробиотических лакто-
бактерий использовался препарат «Проваг» 
(RU  77.99.11.003.E.003746.02.11 от 11.02.2011, 
в 1 капсуле содержится 109 Lactobacillus gasseri 
57C, Lactobacillus fermentum 57A и Lactobacillus 
plantarum 57B). Препарат применялся в течение 
30 суток из расчета 1 капсула в день. Исследова-
ние состояния иммунной системы проводилось 
дважды: перед началом приема препарата и через 
30 дней.

Исследование популяционного и субпопуля-
ционного состава лимфоцитов крови проводили 
методом проточной цитометрии при исполь-
зовании прямой иммунофлуоресценции с при-
менением моноклональных антител (Beckman 
Coulter, США), меченных FITC (fluorescein 
isothiocyanate), PE (phycoerythrin), ECD 
(phycoerythrin-TexasRed-X) и PC5 (phycoerythrin-
cyanin 5) в следующих панелях: CD45-FITC/
CD4-PE/CD8-ECD/CD3-PC5 и CD45-FITC/
CD56-PE/CD19-ECD/CD3-PC5. Распределение 
антител по каналам флуоресценции проводили в 
соответствии с принципами формирования пане-
лей для многоцветных цитофлуориметрических 
исследований [4]. Пробоподготовку осуществля-
ли по стандартной методике [8]. Лизис эритро-
цитов проводили по безотмывочной технологии 
с использованием реагента VersLyse (Beckman 
Coulter, США). Анализ окрашенных клеток про-
водили на проточном цитофлуориметре Navios 
(Beckman Coulter, США) центра коллективного 
пользования КНЦ СО РАН [7]. В каждой пробе 
анализировали не менее 50 000 лимфоцитов.

Концентрацию иммуноглобулинов класса А, 
М, G в сыворотке крови определяли с помощью 
иммуноферментного метода (АО «Вектор-Бест», 
Россия).

Для определения специфических антител 
использовали реакцию пассивной (непрямой) 
гемагглютинации (РПГА) с эритроцитарным 
диагностикумом, приготовленным согласно 
технологии, предложенной Анненковым В.В. 
и соавт. (2003) [1]. В качестве источника анти-
гена использовали комплекс пробиотических 
лактобактерий Lactobacillus gasseri, Lactobacillus 
fermentum и Lactobacillus plantarum, соответствую-
щих препарату «Проваг». Для постановки РПГА 
использовали набор микротитратора Такачи. 
Реакцию проводили в U-образных планшетах, 
титруя от 1:2 до 1:128. За титр сыворотки прини-
мали последнее разведение сыворотки, в кото-
ром имеется положительная реакция. В процессе 
анализа проводился контроль диагностикума на 
отсутствие спонтанной агглютинации и контроль 
активности.

Все исследования были выполнены с инфор-
мированного согласия испытуемых и в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией Всемирной 
ассоциации «Этические принципы проведения 
научных медицинских исследований с участием 
человека» с поправками 2013 года, а также «Пра-
вилами надлежащей клинической практики», 
утвержденными Приказом Минздрава РФ от 
1 апреля 2016 года № 200н.

Описание выборки производили с помощью 
подсчета медианы (Ме) и интерквартильного 
размаха в виде 25 и 75 процентилей (Q0,25-Q0,75). 
Достоверность различий между показателями не-
зависимых выборок оценивали по непараметри-
ческому критерию Манна–Уитни. Статистиче-
ский анализ осуществляли в пакете прикладных 
программ Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007).

Результаты и обсуждение
При исследовании клеточного звена иммун-

ной системы обнаружено, что у женщин через 30 
дней приема препарата «Проваг» в перифериче-
ской крови повышается процентное количество 
CD3+ и CD19+ лимфоцитов (табл.  1). Повыше-
ние относительного содержания CD3+ лимфо-
цитов сопровождается увеличением их абсолют-
ного уровня (табл. 2). Кроме того, через 30 дней 
приема препарата «Проваг» у женщин повыша-
ется относительное и абсолютное содержание 
CD3+CD4+ клеток, что приводит к увеличению 
коэффициента CD4+/CD8+.

Со стороны гуморального звена иммунной 
системы через 30 дней приема препарата «Про-
ваг» наблюдается увеличением концентрации 
IgA и IgG в сыворотке крови (табл. 3). С помо-
щью РПГА нами исследованы титры антител к 
Lactobacillus в сыворотке крови у женщин до на-
чала и через 30 дней приема препарата «Проваг». 
Обнаружено, что у 30,0% (9 чел.) титр антител к 
лактобактериям через 30 дней приема препарата 
«Проваг» повышается в 3 раза, у 36,7% (11 чел.) – 
в 2 раза, у 23,3% (7 чел.)  – в 1,5 раза. У 10,0% 
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ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ КЛЕТОЧНОГО ЗВЕНА ИММУННОЙ СИСТЕМЫ В ДИНАМИКЕ ПРИМЕНЕНИЯ «ПРОВАГ»,  
Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. INDICATORS OF THE CELLULAR IMMUNITY IN THE DYNAMICS OF THE USE OF “PROVAG”, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Parameters

Исходные
Initial

30-й день
30th day р

Лейкоциты, × 109/л
Leukocytes, × 109/l

6,25
(4,75-7,50)

6,70
(5,85-7,95)

Лимфоциты, %
Lymphocytes, %

39,0
(33,0-45,2)

39,5
(34,1-42,0)

Лимфоциты, × 109/л
Lymphocytes, × 109/l

2,19
(1,63-3,12)

2,52
(1,84-3,01)

CD3+, % 67,0
(62,1-73,2)

75,4
(69,4-84,6) < 0,001

CD16/56+, % 18,1
(15,0-23,9)

15,5
(12,4-19,9)

CD19+, % 14,0
(11,0-18,1)

16,7
(14,4-22,3) < 0,01

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ Т-КЛЕТОЧНОГО ЗВЕНА ИММУННОЙ СИСТЕМЫ В ДИНАМИКЕ ПРИМЕНЕНИЯ «ПРОВАГ»,  
Мe (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. INDICATORS OF THE T CELL IMMUNITY IN THE DYNAMICS OF THE USE OF “PROVAG”, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Parameters

Исходные
Initial

30-й день
30th day р

CD3+, × 109/л 
CD3+, × 109/l 

1,48
(1,16-1,93)

1,72
(1,42-2,24) < 0,05

CD3+CD4+, % 39,1
(33,0-44,1)

46,0
(40,5-47,8) < 0,01

CD3+CD4+, × 109/л
CD3+CD4+, × 109/l

0,88
(0,70-1,27)

1,08
(0,78-1,40) < 0,05

CD3+CD8+, % 28,1
(22,3-31,8)

28,8
(24,4-31,8)

CD3+CD8+, × 109/л
CD3+CD8+, × 109/l

0,57
(0,45-0,77)

0,70
(0,52-0,84)

CD4+/CD8+ 1,35
(1,12-1,58)

1,60
(1,31-1,96) < 0,05

(3 чел.) женщин не выявляется изменений титра 
антител к Lactobacillus в сыворотке крови.

Анализ изменений в фенотипическом соста-
ве лимфоцитов периферической крови у жен-
щин через 30 дней приема препарата «Проваг» 
позволяет отметить следующее. Через 30 суток 
профилактического приема препарата «Проваг» 
у здоровых женщин повышается содержание Т- 
и В-лимфоцитов в периферической крови. При 
этом увеличение количества Т-лимфоцитов осу-
ществляется за счет субпопуляции Т-хелперов. 
При исследовании состояния гуморального зве-
на иммунной системы обнаружено, что у женщин 
через 30 дней приема препарата «Проваг» повы-
шается концентрация IgA и IgG в сыворотке кро-
ви. На этом фоне у большинства женщин (90% – 
28 чел.) возрастает титр антител к Lactobacillus. 
В целом реакция со стороны иммунной системы 
у здоровых женщин через 30 суток приема пре-
парата «Проваг» характеризуется изменения-
ми в показателях и клеточного, и гуморального 

звеньев иммунитета. Повышение количества 
Lactobacillus в кишечнике приводит к повыше-
нию количества Т-хелперов и В-лимфоцитов в 
периферической крови. Развитие подобной реак-
ции со стороны клеточного иммунитета является 
классической при введении пробиотика и приво-
дит к стимуляции гуморального иммунитета.

Таким образом, через 30 суток приема про-
биотического препарата «Проваг» у здоровых 
женщин в периферической крови повышается 
количество Т- и В-лимфоцитов. Увеличение со-
держания Т-клеток осуществляется за счет суб-
популяции Т-хелперов. Повышение в уровнях 
Т-хелперов и В-лимфоцитов приводит к стиму-
ляции гуморального звена иммунной системы, 
что реализуется в увеличении концентрации IgA 
и IgG в сыворотке крови. С помощью реакции 
пассивной гемагглютинации установлено, что у 
90,0% здоровых женщин через 30 суток приема 
препарата «Проваг» в крови повышается содер-
жание специфических IgA.
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Все это свидетельствует о том, что высокие 
дозы естественных штаммов лактобактерий вы-
зывают активацию адаптивного иммунитета, 
проявляющуюся в стимулировании функцио-
нальной активности В-лимфоцитов, вырабаты-
вающих специфические IgA, что способствует 
повышению концентрации секреторного специ
фического IgA на слизистых и создает преиму-
щественные условия для колонизации слизистой 
лактобактериями. Гипотетически данный меха-
низм представляется следующим образом. Как 
известно, в распознавании антигенов бактерий в 
ЖКТ ключевая роль отводится Т-хелперам 3 типа 
(регуляторные Т-лимфоциты). Они сдерживают 
активацию эффекторных иммунных клеток, но 
при последующем повышении пула специфи-
ческих В-клеток. На это указывают данные уве-
личения числа CD4+ лимфоцитов и повышения 

числа В-клеток после применения «Провага». Ре-
акция на «пробиотиковую иммунизацию» разви-
вается как классический вторичный иммунный 
ответ с образованием антител к лактобактериям, 
так как в препарате «Проваг» используются нату-
ральные штаммы лактобактерий в высокой дозе. 
При этом за счет выработки антител, относящих-
ся к секреторному IgA, осуществляется защита 
лактобактерий от воздействия компонентов им-
мунной системы (нейтрофилы, макофаги, ком-
племент и пр.) с успешной их колонизацией на 
слизистой влагалища. Препарат «Проваг» с высо-
ким содержанием лактобактерий может успешно 
использоваться для естественного восстановле-
ния микрофлоры влагалища и кишечника за счет 
физиологичного механизма действия по типу 
«пробиотической иммунизации». 
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ ЭФФЕКТ ВЛИЯНИЯ 
ИММУНОМОДУЛЯТОРОВ НА КОНЦЕНТРАЦИИ 
ИНГИБИТОРОВ ГИДРОЛАЗ И ЛАКТОФЕРРИНА 
ПРИ ВНЕБОЛЬНИЧНЫХ ПНЕВМОНИЯХ У ВЗРОСЛЫХ
Костинов М.П.1, 2, Зорин Н.А.3, Кажарова С.В.1, Зорина В.Н.4
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, 
Россия 
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия  
3 Новокузнецкий государственный институт усовершенствования врачей – филиал ФГБОУ ДПО «Российская 
медицинская академия непрерывного профессионального образования» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Новокузнецк, Россия  
4  ФГБУН «Институт токсикологии Федерального медико-биологического агентства», Санкт-Петербург, 
Россия

Резюме. Цель исследования – изучение влияния иммуномодуляторов Бронхо-Ваксома®, вакцины 
иммуновак-ВП4 и полиоксидония на кинетику концентраций ингибиторов гидролаз и лактоферрина 
в сыворотке крови при лечении внебольничной пневмонии (ВП). В исследование включен 71 паци-
ент с ВП в возрасте от 18 до 70 лет. Больные были распределены на 4 группы: I гр. (15 чел.) – контроля, 
пациентам  проводилась только базисная антибактериальная и симптоматическая терапия по стан-
дартной схеме лечения без применения иммуномодуляторов; II гр. (19 чел.) – пациенты дополнитель-
но получали Бронхо-Ваксом (препарат был назначен с момента поступления в стационар – 1 цикл 
30 дней, а затем 2 цикла по 10 дней с интервалом в 20 дней); в III гр. (20 чел.) – полиоксидоний (пре-
парат назначался с первого дня пребывания в стационаре в дозе 6 мг в/м, один раз в сутки ежедневно 
в течение 3 дней, далее через день курсом 10 инъекций); в IV гр. (17 чел.) – вакцина иммуновак-ВП4 
(препарат назначался перорально 4 мл и интраназально 2 капли на 1, 4, 7, 10, 13, 19, 25, 31 день). Вак-
цина состоит из антигенов условно-патогенных микроорганизмов (поликомпонентная смесь водо-
растворимых антигенов микробных клеток Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, 
Escherichia coli). Содержание ингибиторов гидролаз α2-макроглобулина (МГ) и α1-антитрипсина (АТ) 
определяли методом количественного ракетного иммуноэлектрофореза с использованием исследо-
вательских тест-систем, а уровень лактоферрина (ЛФ) оценивался методом твердофазного иммуно-
ферментного анализа с использованием коммерческих тест-систем. Эти показатели изучали в сыво-
ротке крови до назначения лечения, на 2-й, 13-й и 60-й дни наблюдения. Показано, что назначение 
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иммуномодуляторов в комплексе с антибактериальной терапией у больных с ВП в разной степени 
может оказывать действие на кинетику реактантов острой фазы воспаления. Эффект Бронхо-Ваксо-
ма соответствует классическим канонам ответа на воспалительный процесс – активация блока пози-
тивных острофазовых реактантов (α1-антитрипсин и лактоферрин) на фоне торможения (блокиро-
вания) панели негативных реактантов острой фазы воспаления (α2-макроглобулин). Полиоксидоний 
оказывает заметное влияние лишь на нейтрофилы, секретирующие лактоферрин. Иммуновак-ВП4 
способствует лишь кратковременной секреции данного белка. Можно предположить, что активация 
ингибиторов гидролаз и лактоферрина на фоне назначения иммунотропных препаратов способствует 
усилению клинического эффекта терапии с уменьшением тяжести и продолжительности симптомов, 
а также снижению вероятности обострения хронических заболеваний, уменьшению объема прини-
маемых лекарственных средств. 

 Антибактериальная терапия не оказывает существенного влияния на кинетику реактантов острой 
фазы воспаления при пневмонии. Назначение иммуномодуляторов в комплексе со стандартной ба-
зисной терапией в разной степени оказывает влияние на воспалительный процесс, что впоследствии 
ведет к улучшению прогноза исхода заболевания.

Ключевые слова: иммуномодуляторы, ингибиторы гидролаз, лактоферрин, внебольничная пневмония

COMPARATIVE EFFECT OF IMMUNOMODULATORS 
ON THE CONTENTS OF HYDROLASE INHIBITORS AND 
LACTOFERRIN IN COMMUNITY-ACQUIRED PNEUMONIA 
IN ADULTS
Kostinov M.P.a, b, Zorin N.A.c, Kazharova S.V.a, Zorina V.N.d
a Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation 
b First Moscow State I. Sechenov Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation 
c Novokuznetsk State Institute for Postgraduate Training of Physicians, Branch of Russian Medical Academy 
of Continuous Professional Education, Novokuznetsk, Russian Federation 
d Institute of Toхicology, Federal Medical-Biological Agency, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The purpose of our study was to examine the effect of immunomodulators (broncho-vaxom, 
immunovac-VP4 vaccine and polyoxidonium) upon the kinetics of serum hydrolase inhibitors and lactoferrin 
in the treatment of community-acquired pneumonia (CAP). The study included 71 CAP patients at the age 
of 18 to 70 years. The patients were divided into 4 groups: Group I (15 people) was a control group treated 
with basic antibacterial and symptomatic therapy, according to the standard treatment regimen, without use 
of immunomodulators; the patients from group II (19 patients) were additionally administered broncho-
vaxom (the drug was prescribed upon admission: 1 course over 30 days, then 2 rounds for 10 days each, with 
an interval in 20 days); group III (20 cases) contained the patients who additionally received polyoxidonium 
(the drug was prescribed from the 1st day of hospitalization, 6 mg daily i/m for 3 days, then 10 injections over 
10 days); group IV (17 cases): Immunovac-VP4 vaccine was administered orally 4 ml and intranasally 2 drops 
on days 1, 4, 7, 10, 13, 19, 25, 31, along with antibacterial and symptomatic therapy. This vaccine consists 
of antigens from opportunistic microorganisms (a multicomponent mixture of water-soluble antigens of 
S. aureus, K. pneumoniae, P. vulgaris, E. coli). Serum concentrations of α2-macroglobulin and α1-antitrypsin 
hydrolase inhibitors were determined by the method of quantitative immunoelectrophoresis using the research 
test systems; lactoferrin (LF) levels were evaluated by enzyme-linked immunosorbent assay using commercial 
test systems. These indicators were studied in blood serum before treatment, on the 2nd, 13th, and 60th days of 
observation. 
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Effect of immunomodulators in pneumonia

It was shown that administration of immune modulators combined with antibiotic therapy in patients with 
CAP can affect the kinetics of acute phase inflammatory proteins. The effect of broncho-vaxom corresponds to 
the classical pathway of the response to inflammatory process, i.e., activation of complex of positive acute phase 
reactants (α1-antitrypsin and lactoferrin) and inhibition (blocking) of negative acute phase reactants (α2-
macroglobulin). Polyoxidonium has a noticeable effect only upon neutrophils secreting lactoferrin. Immunovac-
VP4 promotes only short-term secretion of this protein. One may assume that activation of hydrolase inhibitors 
and lactoferrin after use of immunotropic drugs enhances clinical effect of therapy, with decreased severity and 
duration of symptoms, as well as lower exacerbation risk of chronic diseases and lesser volume of drug intake.  
Antibacterial therapy does not significantly affect the kinetics of acute phase inflammation reactants in patients 
with CAP. Administration of immunomodulators in combination with standard basic therapy may affects the 
inflammatory process to different degree, thus, in turn, leading to improved prognosis in this disease.

Keywords: immunomodulators, hydrolase inhibitors, lactoferrin, community-acquired pneumonia

Введение
Основным средством при лечении пневмонии 

до настоящего времени остается антибиотикоте-
рапия. Наряду с ней, перспективно применение 
иммуномодуляторов, мобилизующих иммунную 
систему на подавление воспалительного про-
цесса [12]. Практически все возбудители пнев-
монии для вторжения в организм используют 
гидролазы, разрушающие сурфактант и легочную 
ткань. Массированная гибель клеток при раз-
витии воспалительного процесса масштабирует 
гидролитический потенциал инвазии за счет вы-
деления ферментов из разрушенных органелл. 
Следовательно, интенсивность воспаления на-
прямую зависит от баланса системы гидролазы/
ингибиторы [11]. Наиболее мощными и уни-
версальными ингибиторами гидролаз являются 
α2-макроглобулин (МГ) и α1-антитрипсин (АТ), 
относящийся к группе ингибиторов сериновых 
протеиназ – серпинов. Оба белка обладают также 
широким спектром регуляторных свойств, в том 
числе иммуномодуляторных [9]. МГ защищает 
организм посредством блокирования гидролаз 
микроорганизмов, связывает и транспортирует 
инфекционные патогены к клеткам иммунной 
системы, а также доставляет антигены от антиген-
презентирующих клеток к лимфоцитам в реакции 
кооперации иммунокомпетентных клеток. Кро-
ме того, данный белок является основным транс-
портером и презентатором иммунорегуляторных 
соединений, таких как цитокины и гормоны. 
Комплексы МГ с транспортируемыми агентами 
имеют экстремально короткий период полувы-
ведения – 1-3 минуты. Это позволяет оперативно 
реагировать на возникающие в организме ситуа-
ции посредством быстрой доставки в клетки-ми-
шени сигнальных молекул [3]. Комплексы АТ с 
гидролазами выводятся из циркуляции часами и 
ответ на их поступление в клетки-мишени носит 
отсроченный характер [10]. Различие между МГ и 

серпинами состоит в том, что первый лишь свя-
зывает, но не блокирует активный центр гидрола-
зы, тогда как серпины полностью устраняют ли-
тическую активность связанных ферментов  [3]. 
Лактоферрин (ЛФ), помимо выраженных имму-
номодулирующих свойств, обладает универсаль-
ными антимикробными свойствами. Он спосо-
бен блокировать активность практически всех 
известных инфекционных патогенов – бактерий, 
вирусов и грибков [7]. 

Современные отечественные иммуномоду-
ляторы, применяемые для лечения пневмонии, 
имеют широкий спектр действия на патогенную 
микрофлору за счет активации обоих звеньев им-
мунитета, а также свойств детоксикантов и анти-
оксидантов [1, 2, 4, 5, 6]. Однако их влияние на 
систему ингибиторов гидролаз и лактоферрин до 
сих пор не изучалось.

Цель исследования  – изучение влияния им-
муномодуляторов вакцины иммуновак-ВП4, 
Бронхо-Ваксом® и полиоксидоний на кинетику 
концентраций ингибиторов гидролаз и лактофер-
рина в сыворотке крови при лечении пневмонии.

Материалы и методы
В исследовании участвовал 71 больной пнев-

монией в возрасте от 18 до 70 лет (средний воз-
раст 53,15±3,18), все пациенты были распреде-
лены в 4 группы. В группу контроля вошли 15 
больных, которым проводилась только базисная 
антибактериальная и симптоматическая терапия 
по стандартной схеме лечения, без применения 
иммуномодуляторов. II группа (19 пациентов) 
дополнительно получали Бронхо-Ваксом (пре-
парат был назначен с момента поступления в ста-
ционар – 1 цикл 30 дней, а затем 2 цикла по 10 
дней с интервалом в 20 дней). III группа (20 па-
циентов) получала полиоксидоний (препарат на-
значался с первого дня пребывания в стационаре, 
в дозе 6 мг в/м, один раз в сутки ежедневно в те-
чение 3 дней, далее через день курсом 10 инъек-
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ций). IV группа (17 пациентов) получала вакцину 
иммуновак-ВП4 (препарат назначался перораль-
но 4 мл и интраназально 2 капли на 1, 4, 7, 10, 13, 
19, 25, 31 день). Вакцина состоит из антигенов ус-
ловно-патогенных микроорганизмов, поликом-
понентная (смесь водорастворимых антигенов 
микробных клеток Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, Proteus vulgaris, Escherichia coli). В ос-
нове механизма действия препарата лежит ак-
тивация ключевых эффекторов врожденного и 
адаптивного иммунитета. Препарат активирует 
фагоцитарную активность макрофагов, коррек-
тирует количество и функциональную актив-
ность субпопуляций лимфоцитов (CD3, СЕМ, 
CD8, CD 16, CD72), программирует пролифе-
рацию и активацию CD4 Т-лимфоцитов по Тh1-
пути, увеличивает продукцию IFNγ и IFNct, кор-
ректирует синтез изотипов иммуноглобулинов 
в сторону снижения lgE и повышения IgG, IgA, 
slgA. Вызывает выработку антител к 4 видам ус-
ловно-патогенных микроорганизмов, антигены 
которых входят в состав препарата, а также к дру-
гим видам (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus 
influenzae и др.) за счет наличия в используемых 
антигенах широкой перекрестной протективной 
активности. Клинический эффект проявляется в 
уменьшении частоты острых инфекций, сокра-
щении продолжительности их течения, уменьше-
нии тяжести симптомов, а также снижении веро-
ятности обострения хронических заболеваний, 
уменьшении объема принимаемых лекарствен-
ных средств (инструкция по применению препа-
рата). Кроме того, в исследование была включена 
группа из 9 практически здоровых лиц аналогич-
ного возраста в ходе плановой диспансеризации. 
Все они подписали информированное согласие 
на участие в исследовании, получение образцов 
для коллекций осуществлялось по стандартному 
протоколу этического комитета. 

Содержание МГ, АТ и ЛФ определялось в сы-
воротке крови до назначения лечения, на 2-й, 
13-й и 60-й дни наблюдения. Образцы крови 
были получены из локтевой вены, сыворотка 
отделена центрифугированием (3000 об/мин), 
образцы замораживались до проведения ис-
следования коллекции. Концентрация МГ и АТ 
определялась методом количественного ракет-
ного иммуноэлектрофореза, с использованием 
исследовательских тест-систем, разработанных 
на базе НИЛ иммунологии НГИУВ. Уровень ЛФ 
оценивался методом твердофазного иммуно-
ферментного анализа (ИФА) с использованием 
коммерческих тест-систем (ЗАО «Вектор-Бест», 
Россия), а также оборудования и программного 
обеспечения для ИФА (Bio-Rad, США).

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием программы InStat-II 
(GraphPad, США); статистически значимым счи-
тали р < 0,05. Значимость различий между пара-
метрами рассчитывали по критерию Anova. 

Результаты и обсуждение
Согласно полученным результатам (табл.  1), 

средние сывороточные концентрации изучаемых 
показателей в группе сравнения (больные пнев-
монией без назначения иммуномодуляторов) 
статистически не различались на всем протяже-
нии лечения. Они не имели отличий и от соот-
ветствующих показателей контрольной группы.

Столь же стабильны были концентрации МГ, 
независимо от применяемого иммуномодуля
тора.

Применение Бронхо-Ваксома приводило к 
достоверно значимому увеличению концентра-
ций альфа1-АТ с 1 до 13 суток от начала лечения, 
то есть в течение острой фазы воспалительно-
го процесса. К 60 суткам терапии концентрация 
данного белка уже не отличалась от показателей 
группы сравнения и контрольной группы. 

Полиоксидоний не оказывал какого-либо 
влияния на уровни АТ в сыворотке крови вне 
зависимости от этапа лечения, как и вакцина 
иммуновак-ВП4.

Концентрация ЛФ под действием Бронхо-
Ваксома практически удваивалась уже через сут-
ки от начала лечения. После этого она постепен-
но снижалась до нормализации к 60 суткам, но 
даже на 13 сутки достоверно превышала показа-
тели группы сравнения. 

Применение полиоксидония характеризова-
лось достижением максимума уровня ЛФ на 2-13 
сутки лечения с последующим снижением до по-
казателей контрольной группы к 60 суткам. 

Использование иммуновака-ВП4 вызывало 
единичный относительно небольшой прирост 
концентрации ЛФ на вторые сутки, достоверно 
превышавший его уровни в остальные сроки на-
блюдений.

При классической схеме воспалительной ре-
акции активируется биосинтез позитивных ре-
актантов острой фазы воспаления и блокируют-
ся гены негативных реактантов. Признанными 
представителями первой группы являются сер-
пины и ЛФ, тогда как МГ – типичный негатив-
ный реактант. Инициатором реакции является 
трансформирующий фактор роста 1β (TGF-1β), 
который связывается МГ и доставляется в клет-
ки-мишени. Там он активирует гены основных 
провоспалительных цитокинов – интерлейкина-
1β (IL-1) и фактора некроза опухолей-α (TNFα). 
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ТАБЛИЦА 1. ДИНАМИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ ОСТРОФАЗНЫХ БЕЛКОВ, ОБЛАДАЮЩИХ ИММУНОМОДУЛИРУЮЩЕЙ 
АКТИВНОСТЬЮ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ ПНЕВМОНИЕЙ, ПРИ ВКЛЮЧЕНИИ В ПРОГРАММУ ЛЕЧЕНИЯ 
РАЗЛИЧНЫХ ИММУНОМОДУЛЯТОРОВ
TABLE 1. DYNAMICS OF INDICATORS OF ACUTE PHASE PROTEINS, WHICH HAVE IMMUNOMODULATING ACTIVITY IN THE 
BLOOD SERUM OF PATIENTS WITH PNEUMONIA, AFTER INCLUSION IN TREATMENT OF VARIOUS IMMUNOMODULATORS

Показатели
Indicators

Дни обследований 
Examination days

Достоверность 
динамичных 

наблюдений по Anova 
Reliability of dynamic 

observations by Anova1 2 13 60

Доноры (здоровые) / Donors (healthy)  (n = 9)
αα2-макроглобулин (г/л)
α2-macroglobulin (g/l) 2,05±0,09

αα1-антитрипсин (г/л) 
α1-antitrypsin (g/l) 2,44±0,11

Лактоферрин (мг/л) 
Lactoferrin (mg/l) 0,77±0,10

Контроль (больные + лечение без иммуномодуляторов) (n)
Control (patients + treatment without immunomodulators) (n)

αα2-макроглобулин (г/л)
α2-macroglobulin (g/l)

2,17±0,17
(15)

1,81±0,13
(9)

2,18±0,14
(12)

αα1-антитрипсин (г/л) 
α1-antitrypsin (g/l) 2,43±0,17 2,07±0,07 2,23±0,10

Лактоферрин (мг/л) 
Lactoferrin (mg/l) 0,77±0,11 0,73±0,15 0,86±0,10

Больные + лечение + Бронхо-Ваксом (n) / Patients + treatment + Broncho-Vax (n)
αα2-макроглобулин (г/л)
α2-macroglobulin (g/l)

2,36±0,21
(19)

2,22±0,21
(18)

2,36±0,20
(17)

1,94±0,09
(15)

αα1-антитрипсин (г/л) 
α1-antitrypsin (g/l)

2,92±0,21
р1 = 0,09
p2 = 0,006

2,74±0,19
р1 = 0,023
p2 = 0,016

2,79±0,21
р1 = 0,068
p2 = 0,015

2,17±0,1 Anova F = 2,98
p = 0,038

Лактоферрин (мг/л) 
Lactoferrin (mg/l)

1,43±0,23
р = 0,066

1,35±0,15
р = 0,016

р1 = 0,015

1,18±0,16
р = 0,09 

р2 = 0,003
0,59±0,08 Anova F = 4,51

p = 0,006

Больные + лечение + Полиоксидоний (n) / Patients + treatment + Polyoxidonium (n)
αα2-макроглобулин (г/л)
α2-macroglobulin (g/l)

1,90±0,12
(20)

2,01±0,11
(20)

1,93±0,10
(17)

1,99±0,12
(18)

αα1-антитрипсин (г/л) 
α1-antitrypsin (g/l) 2,29±0,14 2,41±0,12 2,28±0,09 2,46±0,13

Лактоферрин (мг/л) 
Lactoferrin (mg/l)

1,32±0,11
р = 0,0041

1,70±0,14
р = 0,0002

р3 = 0,043
р1 = 0,0003

1,63±0,22
р = 0,011

р1 = 0,01 
р2 < 0,0001

0,49±0,06 Anova F = 15,3
p < 0,0001

Больные + лечение + Иммуновак-ВП4 (n) / Patients + treatment + Immunovac-VP4 (n)
αα2-макроглобулин (г/л)
α2-macroglobulin (g/l)

1,93±0,13
(17)

1,98±0,11
(12)

2,16±0,09
(15)

2,07±0,17
(5)

αα1-антитрипсин (г/л) 
α1-antitrypsin (g/l) 2,41±0,11 2,42±0,18 2,40±0,11 2,34±0,14

Лактоферрин (мг/л) 
Lactoferrin (mg/l) 0,74±0,09

1,18±0,19
р3 = 0,032
р1 = 0,09

0,89±0,08 0,61±0,11 Anova F = 2,98
p = 0,041

Примечание. р – достоверность различий в показателях в сравнении с донорами; р1 – сравнение с контролем 
(аналогичный день обследования); р2 – cравнение с 60 днем; р3 – сравнение 1-2 день.
Note. p, reliability of differences in indicators in comparison with donors; p1, comparison with control (similar day of examination); p2, 
comparison with day 60; p3, comparison of 1-2 days.
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Оба цитокина связываются МГ и доставляются в 
клетки-мишени, где они активируют панель ге-
нов позитивных реактантов острой фазы воспа-
ления (серпинов, фибриногена, С-реактивного 
белка, ЛФ, орозомукоида, гаптоглобина) и бло-
кируют панель генов негативных реактантов (МГ, 
альбумина, плазминогена и трансферрина) [8]. 

При классической (стандартной) схеме лече-
ния пневмонии эта система регуляции не вклю-
чается. Следовательно, процесс воспаления ло-
кализуется на местном уровне и практически 
сводится к активации мукозального иммунитета, 
возможности которого противостоять инвазии 
весьма ограничены. Отсюда напрашивается при-
менение иммуномодуляторов, способных при-
влечь на борьбу с инфекцией всю мощь системы 
иммунитета на организменном уровне. 

Концентрация МГ при использовании всех 
трех иммуномодуляторов не отличалась от нор-
мы. Казалось бы, это дает основание допускать 
ареактивность данного универсального транс-
портера и презентатора биорегуляторов в систе-
ме крово-лимфообращения в ответ на локальное 
воспаление тканей легких. Между тем, хорошо 
известно, что гидролазы микроорганизмов спо-
собны при пневмонии проникать в кровь, прово-
цируя выброс свободных радикалов. Поврежден-
ные ими молекулы МГ утрачивают способность 
реагировать с рецепторами и находятся в цир-
куляции до момента обнаружения соответству-
ющими антителами. Поскольку они способны 
транспортировать гидролазы, ограниченно или 
полностью сохраняющие исходную активность, 
такие комплексы сами по себе становятся пато-
генетически значимым фактором [3]. Это дает 
основание предполагать, что блокирование био-
синтеза МГ при пневмонии все же имеет место, а 
стабильность концентраций его в крови объясня-
ется накоплением медленно утилизируемых по-
врежденных молекул.

Концентрация АТ в сыворотке крови значимо 
и относительно долгосрочно повышается лишь 
при использовании Бронхо-Ваксома. Следова-
тельно, лишь данный иммуномодулятор спосо-

бен перевести активацию защитных систем орга-
низма с местного на системный уровень. 

Все три иммуномодулятора способствуют уве-
личению концентраций ЛФ в сыворотке крови 
при пневмонии. Бронхо-Ваксом уже через сутки 
увеличивает его уровень в сыворотке крови бо-
лее чем в три раза. Вряд ли это связано со столь 
быстрой активацией его биосинтеза. Скорее 
всего, имеет место секреция белка из нейтро-
филов, где он депонирован. В последующий пе-
риод секреция ЛФ несомненно дополняется за 
счет его биосинтеза. Сходная по составу вакцина 
иммуновак-ВП4 действует иначе  – она способ-
ствует кратковременной отсроченной секреции 
ЛФ, но не стимулирует его биосинтез. Действие 
полиоксидония первоначально проявляется в 
умеренной, но статистически достоверной секре-
ции ЛФ, в дальнейшем усиленным стабильным 
биосинтезом этого белка.

Из всех использованных иммуномодуляторов 
лишь действие Бронхо-Ваксома отвечает класси-
ческим канонам ответа на воспалительный про-
цесс – активация блока позитивных острофазо-
вых реактантов (АТ и ЛФ) на фоне торможения 
(блокирования) панели негативных реактантов 
острой фазы воспаления (МГ). Полиоксидоний 
оказывает заметное влияние лишь на нейтрофи-
лы, секретирующие ЛФ. Иммуновак-ВП4 спо-
собствует лишь кратковременной секреции дан-
ного белка. 

Заключение
Традиционная схема лечения пневмонии не 

оказывает существенного влияния на кинетику 
реактантов острой фазы воспаления, обладаю-
щих иммунорегуляторными свойствами, спо-
собными запустить ответ иммунной системы на 
уровне крово-лимфообращения. Иммуномоду-
лятором, включающим типичный ответ организ-
ма по острофазовому типу в ответ на локальную 
воспалительную реакцию (пневмонию), являет-
ся Бронхо-Ваксом. Полиоксидоний и особенно 
иммуновак-ВП4 относительно умеренно влияют 
лишь на нейтрофилы.
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ЗНАЧИМОСТЬ КЛЕТОЧНОГО ЗВЕНА ИММУННОЙ 
СИСТЕМЫ В ОБЕСПЕЧЕНИИ ЭФФЕКТИВНОСТИ 
ЗАМЕСТИТЕЛЬНОЙ ТЕРАПИИ У БОЛЬНЫХ 
ОБЩЕВАРИАБЕЛЬНОЙ ИММУННОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТЬЮ
Сизякина Л.П., Андреева И.И., Данилова Д.И.
ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. Стандартом лечения ОВИН является регулярное пожизненное использование замести-
тельной терапии иммуноглобулинами класса G, однако не во всех случаях ее применения достигается 
полный контроль в отношении стабилизации очагов хронической инфекции. Цель – анализ измене-
ний в клеточном компоненте адаптивного и врожденного иммунного ответа в зависимости от эффек-
тивности заместительной терапии пациентов с инфекционным фенотипом ОВИН. Группу наблю-
дения составили 15 человек с ОВИН, с раннего детства имеющие острые респираторные инфекции 
затяжного характера с последующим развитием осложнений и необходимостью продолжительного 
применения антибиотиков. 

В среднем в возрасте после 15 лет интенсивность инфекционной манифестации недостаточно-
сти антителопродукции составляла 6-8 раз в течение года. После верификации диагноза пациенты 
получали заместительную терапию вначале в дозе насыщения, а после стабилизации IgG на уровне 
7-8 г/л – ежемесячно в поддерживающей дозе. Анализировали клиническое течение заболевания в 
течение полного года заместительной терапии и оценивали показатели клеточного звена иммунитета. 

У всех пациентов через год терапии, соответствующей клиническими рекомендациями, отмечено 
улучшение показателей качества жизни, уменьшение случаев рецидивов бактериальных инфекций. 
В то же время 40% из них продолжали болеть в среднем 5,4±1,1 раза в год и имели потребность в про-
должительных курсах антибиотикотерапии. Анализ результатов оценки иммунного статуса не выявил 
статистически значимых различий в насыщении плазмы IgG между группами пациентов с различ-
ной эффективностью лечения: 8,7 (8-9) г/л и 9,1 (8,5-10,5) г/л, при р = 0,5. Отличительные признаки 
связаны с характеристикой клеточных компонентов и проявляются тем, что при меньшем эффекте 
ВВИГ-терапии больше относительное количество Т-эффекторов, содержащих литические гранулы 
гранзима В и число CD14+CD284+ моноцитов, ниже способность к спонтанной продукции активных 
форм кислорода нейтрофилами, меньше циркулирующих в периферическом кровотоке CD16+ на-
туральных киллеров. 

Полученные данные иллюстрируют информативность мониторинга не только уровня сыворо-
точных иммуноглобулинов G класса, но и параметров клеточного звена иммунного ответа. Такой 
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анализ может иметь существенное значения в качестве прогностического критерия эффективности 
ВВИГ-терапии. Снижение ряда параметров клеток врожденного иммунитета служит основанием для 
формулирования концепции комбинированного лечения и применения средств, воздействующих на 
свойства иммунокомпетентных клеток.

Ключевые слова: ОВИН, заместительная терапия ВВИГ, клетки иммунной системы

IMPORTANCE OF CELLULAR IMMUNITY LINK FOR 
EFFICIENCY OF REPLACEMENT THERAPY IN COMMON 
VARIABLE IMMUNE DEFICIENCY
Sizyakina L.P., Andreeva I.I., Danilova D.I. 
Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. Lifetime use of IgG replacement therapy is the standard of CVID treatment. However, full control 
over stabilization of chronic infection loci is not always achieved, even if this therapy is continuously applied. 
The purpose of this study was to carry out comparative analysis of changes in cellular component of adaptive 
and innate immune response, depending on effectiveness of replacement therapy of patients with infectious 
CVID phenotype. The observation group consisted of 15 patients with CVID who were diagnosed since 
early childhood in 100% of cases. They had prolonged respiratory infections followed by the development of 
complications requiring continuous treatment with antibiotics. 

After reaching mean age of 15 years old, the intensity of infection-associated antibody deficiency was 
6-8 times per year. After verification of the diagnosis, the patients received replacement therapy, first at the 
saturation dose, and, after stabilization of IgG at the level of 7-8 g/l, at the monthly maintenance dose. The 
clinical course of the disease was traced during a full year of replacement therapy, and the cellular immunity 
indices were evaluated. In all patients, after a year of therapy corresponding to clinical guidelines, there was 
an improvement in quality of life indices, decreased rates of recurrent bacterial infections. At the same time, 
40% of them continued to suffer, on average, 5.4±1.1 times a year and required long-term courses of antibiotic 
therapy. Evaluation of immune status did not reveal statistically significant differences in IgG plasma saturation 
between the groups of patients with different treatment efficiency: 8.7 (8-9) g/l and 9.1 (8.5-10.5) g/l, at p = 0.5. 
The differences related to immune cell factors in cases of smaller effect of IVIG therapy are manifested in 
higher relative numbers of T effectors containing lytic Granzyme B granules and CD14+CD284+ monocytes, 
accompanied by lower spontaneous active oxygen forms produced by neutrophils, lesser contents of CD16+ 
natural killers in peripheral blood. 

The obtained data illustrate the value of monitoring, not only serum IgG level, but also the parameters of 
the cellular immune response. Such analysis may be essential as a prognostic criterion for efficacy of IVIG 
therapy. Reduced levels of some parameters of innate immunity cells serves a basis to formulate the concept of 
combined treatment and usage of tools that alter functions of immunocompetent cells.

Keywords: CVID, IVIG replacement therapy, cellular immunity

Исследование проведено в рамках государ-
ственного задания на выполнение приклад-
ных научных исследований, №  госрегистрации: 
АААА-А18-118013090213-5.

Введение
Общевариабельная иммунная недостаточ-

ность (ОВИН) является наиболее частым пер-

вичным иммунодефицитом (ПИД) у взрослых 
с распространенностью 1:25 000 [5, 6]. Уже само 
определение этого варианта ПИД отражает его 
отличительную характеристику: разнообразие 
клинических фенотипов и гетерогенная группа 
генетических поломок. Вне зависимости от при-
роды первичного дефекта, кульминацией ОВИН 
является недостаточность антител и поздняя кли-
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ническая манифестация [8]. В связи с тем, что 
основным проявлением генетических ошибок 
иммунитета в данном случае является угнетение 
антителопродукции, логичным представляется 
факт применения иммуноглобулинотерапии для 
замещения недостающего эффекторного меха-
низма адаптивной защиты. В силу данного факта 
в настоящее время стандартом лечения ОВИН 
является регулярное пожизненное использова-
ние внутривенных (ВВИГ) или подкожных имму-
ноглобулинов класса G. В отношении пациентов 
с инфекционным фенотипом ОВИН накоплен-
ный опыт демонстрирует эффективность такого 
лечения с позиции как субъективного улучшения 
качества жизни, так и объективного снижения 
частоты и тяжести инфекций [2, 7]. Однако да-
леко не во всех случаях улучшение клинической 
симптоматики существенно, при этом нет обще-
признанных прогностических критериев эффек-
тивности заместительной терапии [3, 4, 10]. Тот 
факт, что в реализацию противоинфекционной 
защиты вовлечен не только гуморальный имму-
нитет, привлекает внимание к изучению особен-
ностей клеточных факторов иммуногенеза в ус-
ловиях проведения заместительной терапии. 

Цель настоящего исследования – выявить из-
менения в клеточном компоненте адаптивного и 
врожденного иммунного ответа в зависимости от 
эффективности заместительной терапии пациен-
тов с инфекционным фенотипом ОВИН.

Материалы и методы
Группу наблюдения составили 15 пациен-

тов, 11 женщин и 4 мужчины. Средний возраст 
39,7±11,7 лет, возраст возникновения первых 
клинических проявлений 25±10 лет, возраст вы-
явления ОВИН 32,6±12,4 лет. Диагноз верифици-
рован в соответствии с критериями International 
Union of Immunological Societies (IUIS) и Феде-
ральными клиническими рекомендациями по 
диагностике и лечению пациентов с первичными 
иммунодефицитами гуморального звена. После 
выявления ОВИН пациенты получили курс тера-
пии ВВИГ в режиме насыщения (0,8 г/кг массы 
тела), по стабилизации уровня IgG не менее 7,5-
8,0 г/л дальнейшая заместительная терапия про-
водилась в поддерживающей дозе 0,4 г/кг массы 
тела, ежемесячно. В настоящей работе представ-
лены данные ретроспективной оценки клиниче-
ской манифестации заболевания в течение пол-
ного года регулярной заместительной терапии. 
За этот период проведен подсчет частоты ОРВИ с 
развитием осложнений либо без них, количества 
эпизодов обострений в очагах хронических ин-
фекций, контроль уровня IgG перед каждой оче-

редной инфузией. Кроме того, каждые три месяца 
осуществлялась оценка параметров иммунного 
статуса в соответствии с методологией, направ-
ленной на комплексный анализ количественных 
и функциональных параметров клеточных и гу-
моральных компонентов адаптивного и врожден-
ного иммунного ответа [1]. Использовали про-
точную цитофлюориметрию с соответствующим 
целям исследования набором моноклональных 
антител (производства Beckman Coulter, США), 
НСТ-тест со спектрофотометрическим учетом 
результатов, реакцию радиальной иммунодиф-
фузии в геле по Манчини. Статистическая обра-
ботка данных иммунологического анализа про-
ведена с использованием программ Statistica 10 
(StatSoft Inc., США) и R (версия 3.2, R Foundation 
for Statistiсal Computing, Австрия). Описательную 
статистику количественных признаков представ-
ляли в виде центральной тенденции медианы и 
межквартильного размаха (25 и 75 процентили), 
представлено в тексте как Ме (Q0,25-Q0,75). Срав-
нение медиан в группах осуществляли с помо-
щью теста Манна–Уитни. Сравнение средних 
уровней в группах проводилось с использовани-
ем критерия Вилкоксона для связанных выборок. 
Различия признавались статистически значимы-
ми на уровне р < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Результаты анализа анамнестических данных 

пациентов, составивших группу наблюдения, по-
казали, что в 100% случаев с раннего детства от-
мечались ОРВИ затяжного характера с последу-
ющим развитием осложнений и необходимостью 
продолжительного применения антибиотиков. 
У  всех пациентов в анамнезе регистрировались 
ежегодные бронхиты при вариабельной часто-
те рецидивов в течение года. У 5 человек (33%) 
острый бронхит приводил к осложнениям в виде 
повторных эпизодов пневмоний, у одного раз-
вился адгезивный плеврит. У 5 человек (33%) 
диагностировали синуситы с потребностью в 
проведении пункций и применением антибио-
тиков с продолжительностью курсов выше стан-
дартных схем. У троих пациентов (20%) прово-
дилось лечение гнойного отита, в ряде случаев 
диагностировано снижение слуха. Помимо реци-
дивов бактериальных инфекций, у трех человек 
(20%) отмечались частые (до 5-7 эпизодов в год) 
рецидивы герпетических высыпаний. В среднем 
в возрасте после 15 лет интенсивность инфекци-
онной манифестации недостаточности антите-
лопродукции возросла и в среднем в группе со-
ставила 6-8 раз в течение года. У троих человек 
(20%) развилась бронхоэктатическая болезнь на 
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фоне ежегодных эпизодов пневмонии в течение 
нескольких лет. В возрастном промежутке от 20 
до 30 лет этим больным было проведено хирур-
гическое лечение (билобэктомия и пульмонэк-
томия). У одного пациента (6,6%) диагностиро-
ван адгезивный плеврит на фоне двух рецидивов 
пневмоний в течение года. У двух пациенток 
(13%) зарегистрированы частые рецидивы бак-
териальных инфекций придаточных пазух носа, 
приведшие к развитию менингита. У двух других 
больных диагностированы ежегодные синуситы 
с потребностью в проведении пункций 1-2 раза в 
год, гнойные отиты. 

После верификации диагноза и насыщения 
IgG на уровне 7-8 г/л пациенты получали еже-
месячную терапию ВВИГ в поддерживающей 
дозе. Длительный клинико-иммунологический 
мониторинг пациентов с ОВИН позволил прове-
сти ретроспективную оценку эффективности за-
местительной терапии в условиях ее регулярного 
проведения в течение года.

У всех пациентов через год патогенетической 
терапии, соответствующей клиническими реко-
мендациями, отмечено улучшение показателей 
качества жизни, значительное уменьшение слу-
чаев рецидивов бактериальных инфекций, со-
кращение частоты и длительности приема анти-
биотиков. Так, если до начала заместительной 
терапии средняя частота обострений очагов хро-
нических инфекций в наблюдаемой группе была 
в пределах 6,9±1,0, то уже через год составила 
3,1±1,8. Угрожающих жизни состояний, таких 
как сепсис, менингит, пневмония, не регистри-
ровалось. Между тем, несмотря на то, что условия 
заместительной терапии были соблюдены у всех 
(значения претрансфузионного уровня сыворо-
точных иммуноглобулинов не снижались менее 
7  г/л), имелись различия в степени выраженно-
сти клинических проявлений в группе в целом. 
Так, если у 9 человек (в 60% случаев) частота эпи-
зодов инфекций за год в среднем составила 1,3±1 
при длительности приема антибиотиков не более 
7 дней, то 6 человек (40 %) продолжали болеть в 
среднем 5,4±1,1 раз в год и имели потребность в 
продолжительных курсах антибиотикотерапии 
(10-14 дней). Соответственно, для решения по-
ставленных нами задач и выявления возможных 
отличий в показателях иммунного реагирования, 
все пациенты была разделена на 2 группы в зави-
симости от степени выраженности клинической 
манифестации ОВИН в условиях регулярного 
применения ВВИГ. При сопоставлении данных 
о насыщении плазмы IgG статистически значи-
мых различий между группами не выявлено: 8,7 
(8-9) г/л и 9,1 (8,5-10,5) г/л, р = 0,5. Не отлича-

лись группы и по числу В-лимфоцитов перифе-
рической крови CD20+ (×  109/л) 0,15 (0,12-0,21) 
и 0,13 (0,05-0,18), р  =  0,6. Сопоставление пара-
метров, отражающих Т-систему адаптивного 
иммунитета, не показало статистически досто-
верной разницы в количестве Т-клеток CD3+ 
(× 109/л) 1,4 (1,1-1,6) и1,5 (1,2-1,5), р = 0,66. Не 
отличались группы между собой и по распреде-
лению субпопуляций Т-лимфоцитов: CD3+CD4+ 
(× 109/л) 0,59 (0,37-0,81) и 0,55 (0,46-0,72), р = 0,8; 
CD3+CD8+ (× 109/л) 0,46 (0,42-0,51) и 0,49 (0,43-
0,52), р = 0,6. Следует отметить тенденцию к уве-
личению относительного числа Т-регуляторных 
клеток при меньшей эффективности ВВИГ: 
CD4+CD25+FoxP3+ (%) 1,8 (1,1-2,5) и 1,3 (1-2,2), 
р = 0,08. Единственным показателем, имеющим 
достоверный критерий отличия р = 0,0001, явля-
ется относительное содержание функционально 
активных Т-эффекторов. При менее выражен-
ном эффекте заместительной терапии число 
Т-клеток, содержащих литические гранулы гран-
зима В, больше, чем при лучшей эффективности: 
CD8+Gr+ (%) 26 (21-30) и 40 (33-42), р = 0,0001.

В параметрах, отражающих механизмы реа-
лизации врожденных иммунных реакций, разли-
чия между группами сравнения затрагивают все 
обследованные нами виды клеточных элементов. 
Так, у пациентов с меньшей эффективностью 
ВВИГ-терапии моноциты обладают готовностью 
к распознаванию большего числа паттернов че-
рез TLR4. Этот факт документирует количество 
CD14+CD284+ клеток, (%): 21 (16,5-31,5) в усло-
виях большего эффекта и 41 (36-48) при менее 
выраженной эффективности, р = 0,003. Различия 
в показателях нейтрофильного фагоцитоза также 
иллюстрируют статистически подтвержденную 
разницу в значениях метаболической активности 
этих клеток. При меньшей эффективности заме-
стительной терапии способность к спонтанной 
продукции активных форм кислорода ниже, не-
жели при менее значимом эффекте: НСТсп (у. е.) 
93 (92-94) и 102 (95-104) соответственно, при 
р  =  0,002. Статистически достоверные отличия 
нашли отражения и в показателях системы на-
туральных киллеров. Так, у пациентов с менее 
выраженным эффектом лечения посредством за-
мещения иммуноглобулинов, меньшее относи-
тельное число NК по отношению к пациентам из 
группы сравнения: CD16+ (%) 6 (4-10) и 9 (6-12), 
р = 0,04.

Таким образом, полученные нами результаты 
отчетливо демонстрируют, что ВВИГ-терапия 
ОВИН, приводя к насыщению иммуноглобули-
нами класса G до уровня практически здоровых, 
не у всех пациентов обеспечивает полную ста-
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билизацию инфекционной симптоматики. Не 
умаляя безусловной значимости заместительной 
терапии при ПИД гуморального звена, следу-
ет отметить, что ее применение не всегда имеет 
достаточный эффект в контроле клинической 
манифестации. Представленные данные согла-
суются с публикациями других исследователей, 
в которых показано сохранение выраженной 
инфекционной симптоматики нарушения анти-
телообразования при нормальных значениях 
IgG и, наоборот, ее отсутствие при уровнях IgG 
менее 7  г/л (4-9). Объяснение недостаточной 
эффективности ВВИГ-терапии находят в невоз-
можности только за счет IgG обеспечить полно-
ценность мукозальной иммунной защиты. От-
сутствие либо значительное угнетение IgА и IgМ 
у пациентов с ОВИН даже в условиях регуляр-
ной ВВИГ-терапии нарушает мукоцилиарный 
клиренс, приводит к активации бактериальной 
адгезии, что, в свою очередь требует высоких 
эффекторных потенций клеточных компонен-
тов местного иммунитета [3]. Полученные нами 
результаты анализа показателей системного 
иммунитета убедительно демонстрируют роль 
клеточных факторов в клинической манифеста-
ции неполноценности гуморального звена. Так, 
на фоне регулярной заместительной терапии в 
группе пациентов, подверженных в большей сте-
пени острым респираторным инфекциям и раз-
витию осложнений, снижены функциональные 
характеристики фагоцитарного звена, угнетены 

процессы созревания полноценно реагирующих 
натуральных киллеров. С другой стороны, усиле-
ние экспрессии моноцитами TLR4 и повышение 
доли цитолитически активных Т-эффекторов 
в условиях неполного эффекта заместительной 
терапии служит иллюстрацией дальнейшего во-
влечения компенсаторных ресурсов врожденной 
и адаптивной иммунной защиты.

Заключение
У пациентов при неполной компенсации кли-

нической картины ОВИН на фоне ВВИГ, в срав-
нении с благоприятным вариантом ее течения, 
выявлена редукция количественных параметров 
лимфоцитов врожденного иммунитета, кисло-
родпродуцирующей активности нейтрофилов, 
повышение экспрессии TLR4 и цитолитической 
активности Т-клеток. Динамическое наблюдение 
за пациентами с ОВИН, получающими ВВИГ-
терапию, диктует необходимость мониториро-
вания параметров клеточного звена иммунного 
ответа в качестве прогностического критерия 
эффективности лечения. Полученные данные о 
снижении функциональных параметров клеток 
врожденного иммунитета на фоне заместитель-
ной терапии служат основанием для формули-
рования концепции комбинированной терапии, 
где регулярное введение ВВИГ можно сочетать с 
применением иммунотропных препаратов, воз-
действующих на функциональные свойства кле-
ток иммунной системы.
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РАЗРАБОТКА ИММУНОФЕРМЕНТНОГО МЕТОДА 
КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА ВАКЦИНЫ НА ОСНОВЕ ГИБРИДНОГО 
РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА PSEUDOMONAS AERUGINOSA
Солдатенкова А.В., Кудряшова А.М., Гаврилова Н.Ф., 
Яковлева И.В., Борисова О.В., Свиридов В.В., Михайлова Н.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия

Резюме. Гибридный рекомбинантный белок OprF-aTox-OprI, содержащий в своeм составе амино-
кислотные последовательности трех наиболее значимых антигенов P. aeruginosа (мембранных белков 
OprF, OprI и анатоксина aTox), был включен в состав вакцины против синегнойной инфекции. Кон-
троль качества гибридного рекомбинантного белка и вакцины на его основе предполагает определе-
ние его подлинности и полноты сорбции препарата на гидроксиде алюминия. 

Цель исследования – разработка иммуноферментного метода контроля качества вакцинного пре-
парата на основе гибридного рекомбинантного белка P. aeruginosа. 

Гибридомы, продуцирующие моноклональные антитела, специфичные к слитому рекомбинант-
ному белку, были получены путем слияния злокачественной линии миеломы мыши и иммунных 
спленоцитов мышей, вакцинированных отдельными рекомбинантными белками синегнойной па-
лочки. Для наработки антител в препаративных количествах гибридные клетки культивировали in vivo 
в мышах линии BALB/c. Супернатанты клеточных культур и асцитные жидкости хроматографически 
очищали на иммунном сорбенте. Конъюгирование антител с пероксидазой хрена проводили соглас-
но методу Nakane P.K. Гибридный рекомбинантный белок OprF-aTox-OprI выявляли в твердофазном 
иммуноферментном анализе с использованием полученной панели моноклональных антител и конъ-
югатов моноклональных антител с пероксидазой корня хрена, специфичных к различным эпитопам 
белка. В качестве калибровочных стандартов для построения калибровочного графика использовали 
разведения, содержащие от 78 нг/мл до 5000 нг/мл рекомбинантного белка OprF-aTox-OprI. 

Для детекции OprF-aTox-OprI апробированы 55 вариантов пар моноклональных антител, в 11 слу-
чаях показана способность выявлять рекомбинантный белок. Критерием отбора наиболее чувстви-
тельных и специфичных вариантов ИФА служил предел количественного обнаружения. Для всех 11 
вариантов теста посчитан предел количественного обнаружения. В результате проведенных иссле-
дований были выбраны два варианта иммуноферментного анализа для контроля качества гибридно-
го рекомбинантного белка, обладающие наибольшей чувствительностью. Первый вариант включал 
в себя пару моноклональных антител, специфичных к эпитопам OprF и OprI, второй вариант – к 
эпитопам aTox и OprI. Пределы количественного обнаружения составили 2,9 и 13,6 нг/мл (0,0058 и 
0,027% от предполагаемого содержания антигена в вакцине) для первого и второго вариантов ИФА. 

Отработаны два варианта ИФА для выявления гибридного рекомбинантного белка OprF-aTox-
OprI. Первый вариант позволяет определить количество белка и оценить полноту его сорбции на геле 
гидроокиси алюминия. Для подтверждения подлинности белка целесообразно применять оба метода, 
поскольку они позволяют доказать наличие всех трех антигенов (OprF, aTox и OprI), присутствующих 
в слитом белке.
Ключевые слова: вакцина, Pseudomonas aeruginosa, гибридный рекомбинантный белок OprF-aTox-OprI, иммуноферментный 
анализ
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DEVELOPMENT OF ELISA TEST FOR THE QUALITY CONTROL 
OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA RECOMBINANT VACCINE 
BASED ON THE HYBRID RECOMBINANT PROTEIN
Soldatenkova A.V., Kudryashova A.M., Gavrilova N.F., Yakovleva I.V., 
Borisova O.V., Sviridov V.V., Mikhailova N.A.
I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. A hybrid recombinant protein containing the amino acid sequences of the three most significant 
Pseudomonas aeruginosa antigens (membrane proteins OprF, OprI and toxoid aTox) was incorporated into a 
vaccine against Pseudomonas infection. Quality control of a hybrid recombinant protein and appropriate vaccine 
includes determination of authentity and completeness of adsorption upon aluminum hydroxide adjuvant. The 
aim of our study was to develop techniques of quality control for a vaccine based on the hybrid OprF-aTox-
OprI recombinant protein specific to P.  aeruginosa. Hybridomas secreting specific monoclonal antibodies 
for OprF-aTox-OprI were derived from the fusion of myeloma cells and murine spleen cells immunized with 
recombinant proteins P.  aeruginosa. To produce sufficient quantities of antibodies, the hybrid cells were in 
vivo cultured in BALB/c mice. Supernates and ascite liquids were chromatographically purified with immune 
sorbent. Conjugation of antibodies with horseradish peroxidase was carried out according to P.K.Nakane. 
The hybrid OprF-aTox-OprI recombinant protein was detected by the solid-phase ELISA, using a panel of 
monoclonal antibodies and conjugates of monoclonal antibodies with horseradish peroxidase. Monoclonal 
antibodies were specific for different OprF-aTox-OprI epitopes. Titration assays containing OprF-aTox-OprI 
protein at 78 ng/ ml to 5000 ng/ml were used as quantitative standards for calibration curves. 

To identify the recombinant protein OprF-aTox-OprI, 55 variants of of MAb pairs were tested. Limits of 
quantitative detection served for selection of most sensitive and specific ELISA variants. The quantitative 
detection limit was calculated for all 11 ELISA variants. Two ELISA variants with the highest sensitivity were 
selected for quality control of the hybrid recombinant protein. The limits of quantitative detection were, 
respectively, 2.9 and 13.6 ng/ml (0.0058 and 0.027% of the estimated antigen content in the vaccine) for the 
first and second ELISA variants. The first variant included a pair of monoclonal antibodies specific for the 
OprF and OprI epitopes, the second variant represented aTox and OprI epitopes. Two variants of ELISA were 
developed to detect the hybrid recombinant OprF-aTox-OprI protein. The first variant allows to determine the 
protein amount and to evaluate completeness of its adsorption on aluminum hydroxide. To confirm authenticity 
of the protein, both methods must be used, since they can detect all three antigens (OprF, aTox and OprI) which 
are present in the fusion protein.

Keywords: vaccine, P. aeruginosa, hybrid recombinant protein, OprF-aTox-OprI, enzyme-linked immunoassay

Введение
Устойчивость P.  aeruginosa к лекарственным 

препаратам снижает эффективность профилак-
тики и лечения инфекционно-воспалительных 
заболеваний, вызываемых синегнойной палоч-
кой, а также приводит к увеличению их тяжести и 
длительности течения [3]. Поэтому по всему миру 
проводятся исследования по созданию вакцины 
на основе протективных антигенов P. aeruginosa, 
предназначенной для профилактики синегной-
ных инфекций [1, 7, 8, 9].

В ФГБНУ НИИВС им. И.И.  Мечникова в 
течение ряда лет проводились исследования по 
разработке вакцины на основе рекомбинантных 
белков синегнойной палочки, обладающих про-
тективной активностью: мембранных белков 
OprF и OprI, анатоксина с делецией 106 амино-
кислотных остатков С-концевого участка [2] и 
слитого рекомбинантного варианта на основе 
аминокислотных последовательностей вышеука-
занных белков. 

Рекомбинантные белки P.  aeruginosа вошли в 
состав вакцины в виде комплекса OprF и анаток-
сина [4], сорбированных на гидроокиси алюми-
ния. Для оценки качества такого варианта препа-
рата получена панель моноклональных антител, 
которые использованы для создания методов его 
контроля в ИФА [6].

Вторым направлением работы являлось соз-
дание вакцины на основе гибридного реком-
бинантного белка OprF-aTox-OprI, включа-
ющего аминокислотные последовательности 
анатоксина и двух мембранных белков (OprF и 
OprI) P. aeruginosa [5]. 

Цель настоящего исследования  – разработка 
иммуноферментного метода контроля качества 
вакцинного препарата на основе слитого реком-
бинантного белка.

Материалы и методы
В работе использованы: рекомбинантный бе-

лок OprF-aTox-OprI; МкАт, специфичные к от-
дельным рекомбинантным белкам: OprF (№ 1, 5, 
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6, 7, 8), анатоксину (№ 28) и OprI (№ 1, 2) в каче-
стве иммобизованных; конъюгаты МкАт с перок-
сидазой хрена, специфичные к OprF (КГ № 1, 5, 
6, 7, 8), анатоксину (КГ № 21, 19), OprI (КГ № 1, 
2) в качестве детектирующих антител. 

Реактивы: 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин, ком
поненты буферных растворов (Sigma, Fluka, 
Helicon). Для приготовления растворов исполь-
зовали деионизированную воду (Milli-Q System, 
Millipore, США). Для проведения ИФА исполь-
зовали 96-луночные планшеты (Corning, США, 
кат. № 2593).

Оборудование: планшетный спектрофото-
метр Bio-RadModel  680 (Bio-Rad, Германия); 
термостатируемый шейкер-встряхиватель ELMI 
SkyLine (ELMI, Латвия); вошер Bio-Rad PW 40 
(Bio-Rad, Германия); весы OHAUS Discovery 
(OHAUS, США); pH-метр MettlerToledoMP  220 
(Sigma-Aldrich, США). 

Для получения гибридом мышей линии 
BALB/c иммунизировали соответствующими ре-
комбинантными белками. Слияние иммунных 
спленоцитов и злокачественной линии миело-
мы мыши P3-X63-Ag8.653 проводили в соответ-
ствии с общепринятым протоколом при помощи 
ПЭГ 1450 (Sigma). Продуцирующие антитела ги-
бридомы отбирали на основании результатов им-
муноферментного анализа. Клонирование про-
водили методом предельных разведений в ранние 
сроки. Все гибридные культуры-продуценты ан-
тител криоконсервировали в жидком азоте. 

Для наработки антител в препаративных ко-
личествах гибридные клетки культивировали 
in vivo в мышах линии BALB/c. Предварительно, 
за 10-14 дней до прививки гибридом, животным 
внутрибрюшинно вводили по 0,5 мл пристана 
(Sigma). Инокулировали клетки в дозе 3-5 ×  106 
на животное.

Супернатанты клеточных культур и асцит-
ные жидкости хроматографически очищали на 
иммунном сорбенте. Конъюгирование антител с 
пероксидазой хрена проводили согласно методу 
Nakane P.K.

Для приготовления иммуносорбента в 96-лу-
ночные планшеты вносили по 100 мкл монокло-
нальных антител к анатоксину, OprF или OprI в 
концентрации 10 мкг/мл в 0,02 М фосфатном бу-
ферном растворе рН 7,2 и выдерживали в течение 
19-22 ч при температуре 5±3 °C. После инкубации 
планшеты промывали один раз деионизованной 
водой, далее на 1 час при комнатной температуре 
вносили блокирующий раствор, представляю-
щий собой 0,02 М фосфатный буферный раствор 
рН 7,2, содержащий 5% сахарозы, 0,09% казеина-
та натрия, 0,05% Tween 20. После удаления бло-
кирующего раствора планшеты высушивали в 
ламинарном потоке в течение 2 часов, запаивали 
в полиэтиленовые пакеты и хранили при темпе-
ратуре 5±3 °C до использования.

Для проведения анализа в планшет с иммо-
билизованными моноклональными антителами 
вносили по 100  мкл калибраторов, содержащих 
рекомбинантный белок OprF-aTox-OprI (5000, 
2500, 1250, 625, 312, 156, 78, 0 нг/мл) и выдер-
живали при температуре 37±2  °С и постоянном 
встряхивании со скоростью вращения 500 об/ мин 
в течение 45±2  мин. Затем планшеты отмывали 
пятикратно и в лунки вносили по 100 мкл конъ-
югата МкАт с пероксидазой моноклональных 
антител к анатоксину, OprF или OprI и выдержи-
вали 30±2 мин в тех же условиях и осуществляли 
промывку планшетов.

Затем в лунки вносили по 100 мкл 33 мМ ци-
тратного буферного раствора рН 4,0, содержаще-
го 0,01 % перекиси водорода и 0,5 мМ 3,3’,5,5’- 
тетраметилбензидина. Через 15  мин реакцию 
останавливали добавлением 50  мкл 2  N серной 
кислоты, измеряли оптическую плотность (ОП) 
при основной длине волны 450 нм и длине волны 
сравнения 680 нм. 

Строили калибровочный график зависимости 
оптической плотности от концентрации реком-
бинантного белка OprF-aTox-OprI. 

В каждом случае проводили подбор параме-
тров ИФА с целью достижения максимальной 
чувствительности. Чувствительность оценивали 
путем определения предела обнаружения (ПО) 
и предела количественного обнаружения (ПКО).

Статистическая обработка результатов
Полученные данные анализировали с помо-

щью программного обеспечения Microsoft Оffice 
Еxcel 2013.

Результаты и обсуждение
Для количественного определения рекомби-

нантного слитого белка OprF-aTox-OprI исследо-
вано 55 комбинаций антител для захвата и детек-
ции, специфичных к эпитопам, находящимся на 
разных участках слитого белка.

Критерием отбора наиболее чувствительных 
и специфичных вариантов служил предел 
количественного обнаружения (ПКО), ко-
торый определяли по калибровочному 
графику зависимости оптической плотности 
от концентрации рекомбинантного слитого 
белка OprF-aTox-OprI. ПКО представлял собой 
концентрацию препарата, соответствующую 
пороговому значению оптической плотности, 
определяемому по формуле:

ОПпорог .= ОПср.К- + 10σ,
где ОПср.К- – среднее арифметическое значение 
ОП нулевой пробы, σ – среднее квадратическое 
отклонение ОП нулевой пробы (8 повторов).

Рабочие разведения концентраций антител 
для иммобилизации в лунках планшета и конъ-
югатов антител с пероксидазой устанавливали 
в предварительных экспериментах. Результаты 
определения ПКО для вариантов сэндвич-ме-
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тода со значениями ПКО, не превышающими 
100 нг/ мл, представлены в таблице 1.

Для дальнейшей работы были выбраны два ва-
рианта ИФА, обладающие достаточной чувстви-
тельностью и включающие антитела, специфич-
ные ко всем трем участкам слитого белка: 

МкАт № 5 к OprF – МкАт № 2 к OprI, конъю-
гированные с пероксидазой;

МкАт № 28 к анатоксину – МкАт № 2 к OprI, 
конъюгированные с пероксидазой.

На рисунках 1 и 2 представлены калибровоч-
ные графики зависимости оптической плотно-
сти от концентрации белка OprF-aTox-OprI при 
использовании вышеперечисленных пар МкАт. 
Для обоих вариантов установлены диапазоны 
концентраций калибровочных образцов, про-
ведена оценка приемлемости аппроксимации и 
воспроизводимости. 

Построенные графики определяют диапазон 
концентраций калибровочных образцов, которые 
могут использоваться для количественного опре-
деления рекомбинантного белка OprF-aTox-OprI. 
Минимальный калибратор должен содержать ис-
комый белок в концентрации не ниже предела 
количественного обнаружения (ПКО). Концен-
трация максимального калибратора определяется 
техническими характеристиками прибора; обычно 
оптическая плотность, регистрируемая для мак-
симального калибратора, не должна превышать 
2,0  о. е. Этим условиям соответствовали диапазо-
ны концентраций 2,9-2500 нг/мл и 13,6- 5000 нг/ мл 
для 1-го и 2-го варианта соответственно. 

Приемлемость аппроксимации проверяли 
обратным пересчетом концентраций калибро-
вочных образцов с применением выбранной 
функции, с учетом требований, что не менее 75% 
рассчитанных значений концентраций калибро-
вочных образцов может отклоняться от номи-
нальных значений не более чем на 20%, а концен-
трация калибратора, соответствующего пределу 
количественного обнаружения, – не более чем на 
25%. Полиномиальная аппроксимация удовлет-
воряла перечисленным условиям, и результаты 
ОП в выбранном диапазоне концентраций анти-

гена подлежали количественной интерпретации. 
Коэффициент вариации, рассчитанный по ОП в 
четырех повторах для каждой концентрации ан-
тигена, не превышал 8%.

Контроль качества гибридного рекомбинант-
ного белка и вакцины на его основе предполага-
ет определение подлинности и полноты сорбции 
препарата. 

Разрабатываемый метод количественного 
определения рекомбинантного белка OprF-aTox-
OprI базируется на методе твердофазного ИФА в 
сэндвич-варианте, при котором на внутренней 
поверхности лунок планшета иммобилизованы 
моноклональные антитела к анатоксину, OprF 
или OprI. На первой стадии анализа в лунках с 
иммуносорбентом происходит образование им-
мунных комплексов «антитело/антиген». На вто-
рой стадии анализа, после отмывки, образовав-
шиеся иммунные комплексы взаимодействуют с 
моноклональным антителами мыши к анатокси-
ну, OprF или OprI, конъюгированными с перок-
сидазой хрена.

При конструировании сэндвич-метода для 
выявления слитого рекомбинантного антигена 
использованы антитела к разным эпитопам. В на-
стоящем исследовании апробированы 55 вари-
антов пар антител. Поскольку рекомбинантный 
слитый белок представляет собой аминокислот-
ную последовательность трех разных антигенов 
P.  aeruginosa, исследовали пары антител, специ
фичные к эпитопам, находящимся на разных 
участках слитого белка. Для количественного 
определения рекомбинантного белка OprF-aTox-
OprI были выбраны два варианта ИФА, облада-
ющие наибольшей чувствительностью и вклю-
чающие антитела, специфичные ко всем трем 
участкам слитого белка: анатоксину, OprF и OprI. 

Поскольку в процессе синтеза не исключена 
деградация полипептидной цепи, наиболее пер-
спективными вариантами выявления полнораз-
мерного белка можно считать тесты, в которых 
в качестве пары используются моноклональ-
ные антитела к эпитопам, находящимся на N- и 
C-концах полипептидной цепи, а именно специ

ТАБЛИЦА 1. ПРЕДЕЛЫ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОБНАРУЖЕНИЯ ДЛЯ РАЗЛИЧНЫХ ВАРИАНТОВ ТЕСТОВ 
TABLE 1. QUANTIFICATION LIMITS FOR VARIOUS ELISAs

КГ
Conjugated  

Mab
МкАт
на подложке
Absorbad Mab

№ 1-ПХ 
OprI, нг/мл
No. 1-HRP 
OprI, ng/ml

№ 2-ПХ 
OprI, нг/мл
No. 2-HRP 
OprI, ng/ml

№ 1-ПХ 
OprF, нг/мл
No. 1-HRP 
OprF, ng/ml

№ 5-ПХ
OprF, нг/мл
No. 5-HRP 
OprF, ng/ml

№ 6-ПХ 
OprF, нг/мл
No. 6-HRP 
OprF, ng/ml

№ 7-ПХ 
OprF, нг/мл
No. 7-HRP 
OprF, ng/ml

№ 8-ПХ 
OprF, нг/мл
No. 8-HRP 
OprF, ng/ml

№ 5 OprF 3,7 2,9 – – – – –
№ 7 OprF 74,9 16,3 – – – – –
№ 28 анатоксин
No. 28 toxoid 33,7 13,6 19,9 88,8 78,7 17,6 74,2
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Рисунок 1. Калибровочный график зависимости 
оптической плотности от концентрации OprF-aTox-OprI 
(нг/мл) с использованием пары МкАт № 5 к OprF – МкАт 
№ 2 к OprI, конъюгированных с пероксидазой хрена
Figure 1. Standard curve of the dependence of optical density 
on the concentration of OprF-aTox-OprI (ng/ml). ELISA with 
using a pair of Mab No. 5 specific to OprF and Mab No. 2 
specific to OprI conjugated to horseradish peroxidase

Рисунок 2. Калибровочный график зависимости 
оптической плотности от концентрации OprF-aTox-OprI 
(нг/мл) в тесте с использованием пары МкАт № 28  
к анатоксину – МкАт № 2 к OprI, конъюгированных  
с пероксидазой хрена
Figure 2. Standard curve of the dependence of optical density 
on the concentration of OprF-aTox-OprI (ng/ml). ELISA with 
using a pair of Mab No. 28 specific to toxoid and Mab No. 2 
specific to OprI conjugated to horseradish peroxidase 

фичным к аминокислотным последовательно-
стям белков OprF и OprI. Вариант теста с исполь-
зованием в качестве иммобилизованных антител 
МкАт №  5, специфичных к OprF, и конъюгата 
МкАт №  2-ПХ, специфичного к OprI, удовлет-
ворял требуемым условиям и обладал достаточ-
ной чувствительностью: ПКО составил 2,9 нг/мл 
(0,0058% от предполагаемого содержания анти-
гена в вакцине). 

Такой тест может быть использован для ко-
личественного определения рекомбинантного 
белка OprF-aTox-OprI, а также оценки полноты 
сорбции вакцины на его основе.

С другой стороны, для контроля подлинности 
вакцинного препарата, состоящего из слитого 
рекомбинантного белка, требуется подтвержде-
ние наличия эпитопов всех трех антигенов, вхо-

дящих в его состав. С этой целью дополнительно 
отработан второй вариант теста с использовани-
ем МкАт №  28, специфичного к анатоксину, и 
конъюгата МкАт № 2-ПХ, специфичного к OprI 
(ПКО составил 13,6 нг/мл – 0,027% от предпола-
гаемого содержания антигена в вакцине). 

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований разработаны два метода ИФА для 
контроля качества рекомбинантного слитого 
белка OprF-aTox-OprI. Первый вариант позволя-
ет определить количество белка и оценить пол-
ноту его сорбции на геле гидроокиси алюминия. 
Для подтверждения подлинности белка целесо-
образно применять оба метода, поскольку они 
позволяют доказать наличие всех трех антигенов, 
присутствующих в слитом белке.

Список литературы / References
1.	 Благовидов Д.А., Костинов М.П., Симонова О.И., Шмитько А.Д., Буркина Н.И., Шахназарян М.К. 

Переносимость вакцины против P. aeruginosa у детей с муковисцидозом и врожденными пороками раз-
вития легких // Эпидемиология и вакцинопрофилактика, 2016. Т. 15, № 2 (87), С. 55-66. [Blagovidov D.A., 
Kostinov M.P., Simonova O.I., Shmitko A.D., Burkina N.I., Shahnazaryan M.K. The tolerability of the vaccine against 
P. aeruginosa in children with cystic fibrosis and congenital lung development. Epidemiologiya i vaktsinoprofilaktika = 
Epidemiology and Vaccinal Prevention, 2016, Vol. 15, no. 2 (87), pp. 55-66. (In Russ.)]

2.	 Калошин А.А., Леонова Е.И., Солдатенкова А.В., Михайлова Н.А. Исследование протективных 
свойств рекомбинантного комплекса белка F наружной мембраны и анатоксина Pseudomonas aeruginosa // 
Вестник Российской академии медицинских наук, 2016, Т.  71, № 1. С. 5-10. [Kaloshin A.A., Leonova E.I., 
Soldatenkova A.V. Assessment of protective properties of the recombinant complex of the outer membrane protein F 
and the toxoid of Pseudomonas aeruginosa. Vestnik Rossiyskoy akademii meditsinskikh nauk = Annals of the Russian 
Academy of Medical Sciences, 2016, Vol. 71, no. 1, pp. 5-10. (In Russ.)]

3.	 Лазарева А.В., Чеботарь И.В., Крыжановская О.А., Чеботарь В.И., Маянский Н.А. Pseudomonas 
aeruginosa: патогенность, патогенез и патология // Клиническая микробиология и антимикробная хи-
миотерапия, 2015. Т. 17, № 3. С. 170-186. [Lazareva A.V., Tchebotar I.V., Kryzhanovskaya O.A., Tchebotar V.I., 
Mayanskiy N.A. Pseudomonas aeruginosa: pathogenicity, pathogenesis and diseases. Klinicheskaya mikrobiologiya 
i antimikrobnaya khimioterapiya= Clinical Microbiology and Antimicrobial Chemotherapy, 2015, Vol. 17, no. 3, 
pp. 170-186. (In Russ.)]

Оптическая плотность / Оptical density Оптическая плотность / Оptical density

нг
/м

л,
 O

pr
F-

aT
oх

-О
pr

I
ng

/m
l, O

pr
F-

aT
oх

-О
pr

I

нг
/м

л,
 O

pr
F-

aT
oх

-О
pr

I
ng

/m
l, O

pr
F-

aT
oх

-О
pr

I

2500

2000

1500

1000

500

0

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500
0

0 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,41,50,5 1,0 2

y = 3647,3х5 - 13014х4 + 17023х3 - 9515,5х2 + 2217,3х - 74,804,3х - 74,804
R2 = 0,99970,9997

y =y = 5072,8х3 - - 4697,5х2 + 2724х - 271,3+ 2724х - 271,3
R2 = 0,998998



810

Soldatenkova A.V. et al.
Солдатенкова А.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

4.	 Михайлова Н.А., Зимина Е.М., Солдатенкова А.В., Калошин А.А. Разработка вакцины на основе 
рекомбинантных антигенов синегнойной палочки // Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммуно-
биологии, 2019. № 1. С. 74-80. [Mihailova N.A., Zimina E.M., Soldatenkova A.V., Kaloshin A.A. Development of 
the vaccine based on the recombinant antigens of Pseudomonas aeruginosa. Zhurnal mikrobiologii, epidemiologii i 
immunobiologii = Journal of Microbiology, Epidemiology and Immunobiology, 2019, no. 1, pp. 74-80. (In Russ.)]

5.	 Патент РФ № 2677790 С1, 2017.09.22. – Калошин А.А., Зимина Е.М., Михайлова Н.А. Рекомбинантная 
плазмидная ДНК pPA-OPRF-ATOX-OPRI, кодирующая синтез гибридного рекомбинантного белка, вклю-
чающего аминокислотные последовательности белков F и I наружной мембраны и атоксического варианта 
экзотоксина А Pseudomonas aeruginosa, штамм Escherichia coli PA-OPRF-ATOX-OPRI – продуцент гибридно-
го рекомбинантного белка, и способ получения указанного белка. [RU patent No. 2677790 C1, 2017.09.22 – 
Kaloshin A.A., Zimina E.M., Mikhailova N.A. Recombinant plasmid DNA pPA-OPRF-ATOX-OPRI, encoding the 
synthesis of a hybrid recombinant protein, including the amino acid sequences of the outer membrane F and I 
proteins and the atoxic variant of exotoxin A Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli strain PA-OPRF-ATOX-
OPRI – producer recombinant protein recombinant and method for producing said protein].

6.	 Солдатенкова А.В., Зимина Е.М., Кудряшова А.М., Гаврилова Н.Ф., Яковлева И.В., Борисова О.В., 
Свиридов В.В., Михайлова Н.А. Разработка иммуноферментных методов оценки контроля качества реком-
бинантной вакцины синегнойной // Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии, 2019. № 1. 
С. 95-100. [Soldatenkova A.V., Zimina E.M., Kudryashova A.M., Gavrilova N.F., Yakovleva I.V., O.V. Borisova, V.V. 
Sviridov, N.A. Mikhailova. Development of ELISAs for the quality control of a recombinant pseudomonas vaccine. 
Zhurnal mikrobiologii, epidemiologii i immunobiologii = Journal of Microbiology, Epidemiology and Immunobiology, 
2019, no. 1, pp. 95-100. (In Russ.)]

7.	 Doring G., Meisner C., Stern М. A double-blind randomized placebo-controlled phase III study of a 
Pseudomonas aeruginosa flagella vaccine in cystic fibrosis patients. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2007, Vol. 104, no. 26, 
pp. 11020-11025.

8.	 Farajnia S., Peerayeh S.N., Tanomand A., Majidi J., Goudarzi G., Naghili B., Rahbarnia L. Protective efficacy 
of recombinant exotoxin A – flagellin fusion protein against Pseudomonas aeruginosa infection. Can. J. Microbiol., 
2015, Vol. 61, no. 1, pp. 60-64.

9.	 Zuercher A.W., Imboden M.A., Jampen S., Bosse D., Ulrich M., Chtioui H., Lauterburg B.H., Lang A.B. 
Cellular immunity in healthy volunteers treated with an octavalent conjugate Pseudomonas aeruginosa vaccine. 
Clin. Exp. Immunol., 2006, Vol. 143, no. 1, pp. 132-138.

Авторы:

Солдатенкова А.В. – к.б.н., старший научный 
сотрудник лаборатории протективных антигенов 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин 
и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия 

Кудряшова А.М. – научный сотрудник лаборатории 
медицинской биотехнологии ФГБНУ «Научно-
исследовательский институт вакцин и сывороток 
имени И.И. Мечникова», Москва, Россия 

Гаврилова Н.Ф. – к.х.н., старший научный сотрудник 
лаборатории клеточных гибридов ФГБНУ «Научно-
исследовательский институт вакцин и сывороток 
имени И.И. Мечникова», Москва, Россия 

Яковлева И.В. – к.б.н., ведущий научный сотрудник 
лаборатории клеточных гибридов ФГБНУ «Научно-
исследовательский институт вакцин и сывороток 
имени И.И. Мечникова», Москва, Россия 

Борисова О.В. – к.х.н., заведующая лабораторией 
медицинской биотехнологии ФГБНУ «Научно-
исследовательский институт вакцин и сывороток 
имени И.И. Мечникова», Москва, Россия 

Свиридов В.В. – к.м.н., заведующий лабораторией 
клеточных гибридов ФГБНУ «Научно-
исследовательский институт вакцин и сывороток 
имени И.И. Мечникова», Москва, Россия 

Михайлова Н.А. – д.м.н., профессор, заведующая 
лабораторией протективных антигенов ФГБНУ 
«Научно-исследовательский институт вакцин и 
сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия

Authors:

Soldatenkova A.V., PhD (Biology), Senior Research Associate, 
Laboratory of Protective Antigens, I. Mechnikov Research 
Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  

Kudryashova A.M., Research Associate, Laboratory of Medical 
Biotechnology, I. Mechnikov Research Institute of Vaccines 
and Sera, Moscow, Russian Federation  

Gavrilova N.F., PhD (Chemistry), Senior Research Associate, 
Laboratory of Cell Hybrids, I. Mechnikov Research Institute  
of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  

Yakovleva I.V., PhD (Biology), Leading Senior Research 
Associate, Laboratory of Cell Hybrids, I. Mechnikov Research 
Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  

Borisova O.V., PhD (Chemistry), Head, Laboratory of Medical 
Biotechnology, I. Mechnikov Research Institute of Vaccines 
and Sera, Moscow, Russian Federation  

Sviridov V.V., PhD (Medicine), Head, Laboratory of Cell 
Hybrids, I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and 
Sera, Moscow, Russian Federation  

Mikhailova N.A., PhD, MD (Medicine), Professor, Head, 
Laboratory of Protective Antigens, I. Mechnikov Research 
Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation 

Поступила 03.12.2019 
Отправлена на доработку 29.01.2020 
Принята к печати 11.03.2020

Received 03.12.2019 
Revision received 29.01.2020 
Accepted 11.03.2020



811

Медицинская иммунология
2020, Т. 22, № 4,  
стр. 811-815
© 2020, СПб РО РААКИ

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2020, Vol. 22,  4, pp. 811-815
© 2020, SPb RAACI

Краткие сообщения
Short communications

1 page

Адрес для переписки:

Сташкевич Дарья Сергеевна
ФГБОУ ВО «Челябинский государственный  
университет»
454021, Россия, г. Челябинск, ул. Молдавская, 25, кв. 15.
Тел.: 8 (351) 799-71-54.
E-mail: stashkevich_dary@mail.ru

Address for correspondence:

Stashkevich Daria S.
Chelyabinsk State University
454021, Russian Federation, Chelyabinsk,  
Moldavskaya str., 25, apt 15.
Phone: 7 (351) 799-71-54.
E-mail: stashkevich_dary@mail.ru

Образец цитирования: 

С.В. Беляева, Д.С. Сташкевич, А.Л. Бурмистрова 
«Комбинации генов провоспалительных цитокинов 
и их взаимодействия у больных туберкулезом русских 
Челябинской области» // Медицинская иммунология, 
2020. Т. 22, № 4. С. 811-815.  
doi: 10.15789/1563-0625-COP-2007

© Беляева С.В. и соавт., 2020

For citation: 

S.V. Belyaeva, D.S. Stashkevich, A.L. Burmistrova 
“Combinations of proinflammatory cytokine genes and their 
interactions in Russian tuberculosis patients in the Chelyabinsk 
Region”, Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya 
Immunologiya, 2020, Vol. 22, no. 4, pp. 811-815.  
doi: 10.15789/1563-0625-COP-2007
DOI: 10.15789/1563-0625-COP-2007

КОМБИНАЦИИ ГЕНОВ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ 
ЦИТОКИНОВ И ИХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ У БОЛЬНЫХ 
ТУБЕРКУЛЕЗОМ РУССКИХ ЧЕЛЯБИНСКОЙ ОБЛАСТИ
Беляева С.В., Сташкевич Д.С., Бурмистрова А.Л.
ФГБОУ ВО «Челябинский государственный университет», г. Челябинск, Россия

Резюме. Туберкулез  – широко распространенное инфекционное заболевание, вызываемое 
M. tuberculosis, которое является одной из основных причин смертности в мире. Согласно многочис-
ленным литературным данным, это генетически детерминированное заболевание, и полиморфизм 
генов является механизмом, который приводит к прогрессированию от инфицирования к клиниче-
ской манифестации. Восприимчивость к инфекции коррелирует с различными генами в несколь-
ких локусах, и каждый отдельный ген играет определенную уникальную роль. Известно, что анализ 
отдельных полиморфных вариантов генов не дает достаточно полного представления о механизмах 
формирования предрасположенности к мультифакторным патологиям, таким как туберкулез, так как 
в основе их развития лежат сложные межгенные и ген-средовые взаимодействия, которые необхо-
димо учитывать при прогнозировании риска развития активных форм заболевания и его тяжести. 
Концепция функционирования цитокинов в качестве биомаркеров туберкулеза предполагает, что их 
продукция и взаимодействия играют важную роль в иммунопатогенезе заболевания, так как они фор-
мируют цитокиновую цепь с уникальными функциями, где удаление любого звена цепи приводит 
к разрыву всего механизма формирования иммуновоспалительного процесса. IL-6 вместе с TNFα 
и IL-1β инициируют ранние провоспалительные реакции при туберкулезе, стимулируя местную и 
системную воспалительную реакцию с участием всех известных механизмов провоспалительного 
действия с дальнейшим переходом к активации приобретенного иммунитета. Ранее нами был про-
веден комплекс исследований по оценке ассоциации аллелей и генотипов генов данных цитокинов с 
предрасположенностью/устойчивостью к туберкулезу легких у русских Челябинской области, в ходе 
которого установлены особенности распределения аллелей и генотипов генов IL-1β, TNFα, IL-6 при 
туберкулезе легких и различных его формах. Были использованы следующие методы: выделение об-
разцов ДНК из цельной крови, проведение генотипирования исследуемых полиморфизмов генов с 
помощью полимеразно-цепной реакции и полиморфизма длин рестрикционных фрагментов. В на-
стоящем исследовании был проведен анализ межгенных взаимодействий генов провоспалительных 
цитокинов IL-1β, TNFα, IL-6 с использованием метода сокращения многофакторной размерности у 
больных туберкулезом легких. Программа формирует оптимальные модели комбинаций исследуемых 
генов и их взаимодействий при туберкулезе. В результате исследования была установлена трехлокус-
ная модель IL-6 (-174)*С – IL-1β (+3953)*Т – IL-1β (+3953)*С, которая характеризовалась 100% вос-
производимостью и точностью предсказания 72%. Среди анализируемых полиморфизмов наиболь-
шим предсказательным потенциалом обладал полиморфизм IL-6 (-174)*С – 15,27%. 

Ключевые слова: межгенные взаимодействия, провоспалительные цитокины, генетический полиморфизм, туберкулез 
легких, метод сокращения многофакторной размерности
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COMBINATIONS OF PROINFLAMMATORY CYTOKINE GENES 
AND THEIR INTERACTIONS IN RUSSIAN TUBERCULOSIS 
PATIENTS IN THE CHELYABINSK REGION
Belyaeva S.V., Stashkevich D.S., Burmistrova A.L.
Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Tuberculosis is a widespread infectious disease caused by M. tuberculosis, which is one of the leading 
causes of death in the world. According to numerous literature data, this is a genetically determined disease, 
and genetical polymorphism is a mechanism that leads to progression from infection to clinical manifestation. 
Susceptibility to infection correlates with different genes at several loci, and each individual gene plays a unique 
role. It is known, that the analysis of individual polymorphic variants of genes does not provide a sufficiently 
complete picture of the mechanisms of formation of a predisposition to multifactorial pathologies, such as 
tuberculosis, since their development is based on complex intergenic and gene-environmental interactions, 
which must be taken into account when predicting the risk of developing active forms of the disease and its 
severity. The concept of the functioning of cytokines as biomarkers of tuberculosis suggests that their products 
and interactions play an important role in the immunopathogenesis of the disease, because they form a cytokine 
chain with unique functions, where the removal of any link in the chain disrupts the entire mechanism of 
the immuno-inflammatory process. IL-6, together with TNFα and IL-1β, initiate early pro-inflammatory 
reactions in tuberculosis, stimulating local and systemic inflammatory reactions under participation of all 
common pro-inflammatory mechanisms with further transition to activation of acquired immunity. Earlier, 
we carried out a set of studies to evaluate the association of alleles and genotypes of these cytokine genes with 
a predisposition/resistance to pulmonary tuberculosis in Russians of the Chelyabinsk region. These studies 
have resulted into assessment of certain distribution patterns of IL-1β, TNFα, IL-6 alleles and their genotypes 
in pulmonary tuberculosis and its various clinical forms. The following methods were used: isolation of DNA 
samples from whole blood, genotyping of the studied gene polymorphisms using PCR and RFLP techniques. 
In this study, we analyzed the intergenic interactions of the genes for the pro-inflammatory cytokines IL-1β, 
TNFα, IL-6 using the method of reducing multifactor dimension in patients with pulmonary tuberculosis. The 
program designs optimal models of combinations for the studied genes and their interactions in tuberculosis 
patients. As a result of this study, a three-locus model IL-6 (-174)*С – IL-1β (+3953)*Т – IL-1β (+3953)*С 
was established, which was characterized by 100% reproducibility and prediction accuracy of 72%. Among the 
analyzed polymorphisms, the IL-6 (-174)*C polymorphism possessed the highest predictive potential with 
15.27%.

Keywords: intergenic interactions, pro-inflammatory cytokines, genetic polymorphism, pulmonary tuberculosis, multifactorial 
dimension, reduction

Введение
Туберкулез – одна из самых актуальных про-

блем мирового здравоохранения. Треть населе-
ния мира заражена M. tuberculosis, однако только 
у 10% инфицированных людей в течение жизни 
развивается активная форма [3], что свидетель-
ствует о наличии естественной устойчивости. 
В настоящее время нет эффективных лекарств, 
вакцин и диагностических тестов на туберкулез, 
до сих пор не выявлены биомаркеры, которые 
могли бы эффективно использоваться при дан-
ной патологии. Поэтому существует острая необ-
ходимость поиска подходящего биомаркера или 
группы маркеров, которые помогут прогнозиро-
вать потенциальный риск развития заболевания, 
а также характер и тяжесть течения туберкулеза.

Недавно была предложена концепция функ-
ционирования цитокинов в качестве биомар-
керов туберкулеза, так как считается, что их 
продукция и взаимодействия имеют важное зна-
чение для иммунопатогенеза заболевания [5, 8]. 
Согласно Симбирцеву А.С., одной из ключевых 
сторон нарушения механизма формирования 
нормальных иммунологических реакций при 
развитии иммунопатогенеза мультифакторных 
патологий является выпадение одного из звеньев 
цитокиновых цепей, что приводит к нарушению 
их функциональной целостности [4]. Известно, 
что ранние провоспалительные реакции при ту-
беркулезе инициируются IL-6 вместе с TNFα и 
IL-1β [8], которые приводят к активации при-
обретенного иммунитета [4]. IL-6, в отличие от 
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TNFα и IL-1β, не так важен для антимикобакте-
риальных эффекторных механизмов. В то же вре-
мя данный цитокин имеет решающее значение 
для контроля роста микобактерий и для форми-
рования устойчивости к туберкулезу после инфи-
цирования [7, 10].

В предыдущих исследованиях мы изучали ас-
социации аллелей и генотипов генов основных 
провоспалительных цитокинов (IL-1β, TNFα, 
IL-6) с чувствительностью к туберкулезу легких 
у русских Челябинской области и установили 
особенности распределения аллелей и генотипов 
данных генов при заболевании и различных его 
формах [1, 2]. Важно отметить, что оценка еди-
ничных генных полиморфизмов цитокинов, ко-
торые участвуют в воспалении при туберкулезе, 
без учета их взаимодействий с другими генотипа-
ми является недостаточной и может привести к 
неправильной интерпретации, поскольку их со-
вместное действие может иметь различные эф-
фекты. Необходимо комплексное исследование 
межгенных взаимодействий, что будет способ-
ствовать развитию новых взглядов на профилак-
тические и терапевтические подходы при тубер-
кулезе легких.

Цель  – определение комбинаций генов про-
воспалительных цитокинов (IL-1β, TNFα и 
IL- 6), ассоциированных с туберкулезом легких.

Материалы и методы
Выборка больных с туберкулезом легких со-

стояла из 65 человек русской популяции Челя-
бинской области, пациентов ГБУЗ «Челябинский 
областной клинический противотуберкулезный 
диспансер». 

Выделение геномной ДНК из крови выпол-
няли на колонках согласно инструкции произ-
водителя Axygen (США). Генотипирование SNPs 
в генах исследуемых цитокинов осуществляли 
следующим образом: методом ПЦР в гене IL-6 
(-174)*G/C (реактивы ООО НПФ «Литех», Мо-
сква), методом ПДРФ в генах TNFα (-308)*G/A 

и TNFα (-238)*G/A) (реактивы ИХБиФМ СО 
РАН, г. Новосибирск) и IL-1β (+3953)*С/Т (реак-
тивы «Синтол», Москва, и Fermentas, CША). Для 
детекции использовали электрофоретический 
метод в 3% агарозном геле.

Статистическая обработка
Статистическую обработку проводили, исполь-

зуя анализ межгенных взаимодействий. Для этого 
был выбран метод сокращения многофакторной 
размерности (Multifactor Dimensionality Reduction, 
MDR), предложенный Hahn L.W и соавт. [6]. 

Программа формирует лучшие модели, для 
каждой из которых рассчитываются следующие 
параметры: воспроизводимость и точность пред-
сказания. Модель с наиболее высокой воспро-
изводимостью (9/10) и точностью предсказания 
(не менее 70%) выбирается как оптимальная. На 
основе модели строятся дендрограмма и схема 
Фрухтермана–Рэйнгольда, которые позволяют 
визуализировать изучаемые межгенные взаимо-
действия и оценить значимость отдельных мар-
керов заболевания.

Результаты и обсуждение
В нашей работе мы провели анализ межген-

ных взаимодействий генов цитокинов TNFα, 
IL- 1β и IL-6 у больных туберкулезом легких ме-
тодом MDR с построением дендрограммы и схе-
мы Фрухтермана–Рэйнгольда. Характеристики 
полученных моделей представлены в таблице 1.

В результате исследования взаимодействия ге-
нов мы получили трехкомпонентную модель IL-6 
(-174)*С  – IL-1β (+3953)*Т  – IL-1β (+3953)*С, 
с воспроизводимостью 10/10 и точностью пред-
сказания 72%. В состав данной модели входят ал-
лель IL-6 (-174)*С, связанный с низким уровнем 
продукции цитокина, и аллели IL-1β (+3953)* 
с разнонаправленными эффектами. Исходя из 
точности предсказания и воспроизводимости 
тестируемых моделей, для данного анализа опти-
мальным межгенным взаимодействием является 
двухкомпонентная модель IL-6 (-174)*С-IL-1β 
(+3953)*Т, которая характеризуется воспроизво-

ТАБЛИЦА 1. МОДЕЛИ МЕЖГЕННЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ У БОЛЬНЫХ ТУБЕРКУЛЕЗОМ ЛЕГКИХ
TABLE 1. MODELS OF INTERGENIC INTERACTIONS IN PATIENTS WITH TUBERCULOSIS

Модель
Model

Точность 
предсказания 

в тестовой выборке 
Testing balanced 

accuracy

Воспроизводимость 
тестируемой модели 
Cross-validation (CV) 

consistency

IL-6 (-174)*С 0,6115 9/10
IL-1β (+3953)*Т – IL-6 (-174)*С 0,7446 10/10
IL-1β (+3953)*Т –IL-1β (+3953)*С –IL-6 (-174)*С 0,7219 10/10
IL-1β (+3953)*Т –TNFα (-238)*A – IL-1β (+3953)*С – IL-6 (-174)*С 0,7219 7/10
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димостью 10/10 и точностью предсказания 74%. 
Мы установили, что наибольшую значимость в 
данной модели имеет аллель IL-6 (-174)*С, отве-
чающий за сниженную продукцию цитокина. 

Кроме текстового отображения результатов, 
программа позволяет представить результаты в 
виде графика дендрограммы, отображающие по-
парные взаимодействия локусов, что позволяет 
не только увидеть полиморфизмы, образующие 
модель, но и оценить вид и силу их взаимодей-
ствий (рис. 1).

Пары с более сильными взаимодействиями 
имеют меньшее расстояние из-за коротких ли-
ний, а со слабыми – большее. В данном рисунке 
черные линии характеризуют наиболее сильные 
антагонистические взаимодействия между гена-
ми IL-6 (-174)*С и IL-1β (+3953)*Т, а серые пре-
рывистые линии  – слабые синергические взаи-

Рисунок 1. Дендрограмма межгенных взаимодействий
Figure 1. Dendrogram of intergenic interactions

Рисунок 2. График энтропии (Фрухтерман–
Рэйнгольд), отражающий межгенные взаимодействия 
в четырехлокусной модели
Примечание. На вершине многогранника представлена 
информационная ценность каждого маркера, на ребрах – 
информационная ценность взаимодействия пары генов. 
Черные линии – антагонизм, серые линии – синергизм, серые 
пунктирные линии – слабый синергический эффект, узкие 
серые линии – независимый эффект.
Figure 2. Graph of entropy (Fruchterman–Rheingold), reflecting 
intergenic interactions in the four-locus model 
Note. At the top of the polyhedron, the informational value of each 
marker is presented; on the edges, the informational value of the 
interaction of a pair of genes. Black lines - antagonism, gray lines - 
synergism, gray dashed lines - weak synergistic effect, narrow gray 
lines – independent effect.

IL-6 (-174)*C

TNFα (-238)*A

IL-1β (+3953)*C

IL-1β (+3953)*T
4,65%

IL-6 (-174)*C
15,27%

TNFα (-238)*A
0,29% 1,38%

-4,12%

-0,29% -2,
69

%-0,29%
-0,00%

IL-1β (+3953)*C
0,00%

модействия между генами TNFα (-238)*A и IL- 1β 
(+3953)*С.

С помощью схемы Фрухтермана–Рэйнгольда, 
предлагаемой программой, мы оценили инфор-
мационную ценность отдельного маркера и ком-
бинации генов (рис. 2).

По данной схеме мы установили, что межген-
ные взаимодействия локусов IL-1β (+3953)*Т/
IL-6 (-174)*С характеризуются долей феноти-
пической энтропии 4,12%, а эффект этих вза-
имодействий можно охарактеризовать как ан-
тагонистический. Кроме того, согласно схеме, 
между полиморфизмами IL-1β (+3953)*С и 
TNFα (-238)*A наблюдается умеренное, а меж-
ду полиморфизмами IL-1β (+3953)*С и IL-6 
(-174)*С сильное синергичное взаимодействие. 
Продукты данных генов отвечают за умеренный 
провоспалительный эффект. 

Схема Фрухтермана–Рэйнгольда показала, 
что наибольшим предсказательным потенциа-
лом из всех изучаемых генов обладает полимор-
физм IL-6 (-174)*С – 15,27%. 

Учитывая полученные данные, можно предпо-
ложить, что большую роль при туберкулезе игра-
ют не столько отдельные аллели генов провоспа-
лительных цитокинов, сколько их сочетания.

В результате исследования нами установле-
на трехлокусная модель IL-6 (-174)*С  – IL-1β 
(+3953)*Т  – IL-1β (+3953)*С, в которой наи-
большим предсказательным потенциалом об-
ладает аллель IL-6 (-174)*С. Антагонистические 
взаимодействия IL-6 (-174)*С и IL-1β (+3953)*Т, 
на долю которых приходится максимум феноти-
пической энтропии, могут быть объяснены тем, 
что, по литературным данным, IL-6 снижает 
экспрессию IL-1β и TNFα [10]. Вероятно, вклад 
SNP -174 IL-6 в развитие предрасположенности 
к туберкулезу среди исследуемых генов является 
максимальным. Тем не менее в исследованиях на 
европейских популяциях, в том числе и у русских 
Челябинской области, не было обнаружено до-
стоверной ассоциации данного полиморфизма с 
туберкулезом легких [2, 9, 10, 11]. Учитывая его 
центральное положение в нашей модели, можно 
предположить регуляторную роль данного цито-
кина по отношению к другим провоспалитель-
ным цитокинам. 

Исследования межгенных ассоциаций генов 
цитокинов, вовлеченных в иммунопатогенез ту-
беркулеза, и составление на их основе генной 
цепи для конкретного больного помогут уста-
новить центральные гены и регуляторные [2, 5], 
что даст возможность предсказать тяжесть тече-
ния заболевания при активной форме, а также 
расширить знания об этиологии и патогенезе 
инфекции для оптимизации методов лечения и 
профилактики.

IL-1β (+3953)*T
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18 мая 2020 года  ушла из жизни 
Валентина Борисовна Гервазиева, 
доктор медицинских наук, 
профессор, заслуженный деятель 
науки Российской Федерации, 
замечательный Ученый и 
Учитель, Человек с неукротимой 
жаждой познания нового, 
широким научным кругозором 
и неиссякаемой творческой 
активностью.

В 1962 году Валентина Борисовна закончила лечебный факультет Черновицкого медицинского 
института. Свой путь в науке Валентина Борисовна начинала в аллергологической лаборатории АМН 
СССР под руководством ученого с мировым именем, основоположника отечественной аллергологии  
А.Д. Адо.  Андрей Дмитриевич оставался для нее Учителем, которого Валентина Борисовна с благо-
дарностью и теплотой вспоминала всю свою жизнь, которую целиком посвятила дальнейшему раз-
витию аллергологии и внедрению в медицинскую практику современных достижений аллергологии 
и иммунологии. 

В 1968 году Валентина Борисовна защитила кандидатскую диссертацию, в 1984 – докторскую.  Бо-
лее 50 лет Валентина Борисовна работала в НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, где в 
1989 году создала и возглавила лабораторию аллергодиагностики, оставаясь ее бессменным руково-
дителем. 

Валентина Борисовна была ведущим специалистом в области аллергологии и иммунологии, воз-
главляя в НИИВС им. И.И. Мечникова научное направление по изучению факторов внешней среды, 
способствующих формированию чувствительного к аллергии фенотипа у детей.  Под ее руководством 
были разработаны технологии получения новых аллергологических диагностических тест-систем и 
препаратов для профилактики и лечения аллергии. По инициативе Валентины Борисовны были соз-
даны иммуноферментные системы для диагностики аллергических заболеваний и оценки эффектив-
ности иммунотерапии у больных аллергическими заболеваниями. Заслугой Валентины Борисовны 
было внедрение в экспериментальные и диагностические исследования максимально очищенных 
аллергенов различного происхождения.

Валентна Борисовна – автор более 300 научных работ, опубликованных в ведущих отечественных 
и зарубежных изданиях. Она создала научную школу аллергологов, работающих в различных регио-
нах России и за рубежом. Под ее руководством успешно защищены более 30 докторских и кандидат-
ских диссертаций. 

За вклад в развитие медицинской науки и практику здравоохранения Валентина Борисовна на-
граждена знаком «Отличник здравоохранения», медалями «Ветеран труда», «В память 850-летия Мо-
сквы», Почетной грамотой Российской академии медицинских наук. За многолетнюю плодотвор-
ную деятельность награждена памятными медалями И.И. Мечникова в честь 90-летия и 100-летия  
НИИВС им. И.И. Мечникова.

Среди коллег-иммунологов Валентина Борисовна известна своей уникальной эрудицией, глубо-
кими знаниями, профессиональной  интуицией. В течение жизни, наполненной напряженной люби-
мой работой, Валентина Борисовна реализовалась в полной мере. В памяти учеников и сотрудников 
она останется примером подвижничества в науке.
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Статьи представляются в  редакцию через систе-
му электронного издательства (http://mimmun.ru)  
в  соответствии с  требованиями журнала «Меди-
цинская иммунология» и «Инструкцией по подго-
товке и отправке статьи», представленной на сайте.

С 2016 г. в журнале публикуются статьи на рус-
ском и на английском языках. 

В журнал принимаются следующие виды публи-
каций:

Оригинальная статья
Статья должна описывать результаты закончен-

ного исследования. Допускается объем статьи до 20 
машинописных страниц, включая рисунки, табли-
цы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) мате-
риалы и методы; 3) результаты исследований; 4) об-
суждение результатов; 5) благодарности. 

•	� Введение содержит обоснование цели и задач 
проведенного исследования. 

•	� Материалы и методы могут излагаться в виде 
отдельных фрагментов с  короткими подза-
головками. Все нетрадиционные модифи-
кации методов должны быть описаны с  до-
статочной степенью подробности. Для  всех 
используемых в работе реактивов, животных, 
клеточных культур и т. д. необходимо точно 
указывать производителей и/или источники 
получения (с  названиями страны, фирмы, 
института).

•	� Результаты описываются в логической после-
довательности в виде отдельных фрагментов, 
разделенных подзаголовками, без элементов 
обсуждения, без повторения методических 
подробностей, без дублирования цифровых 
данных, приведенных в таблицах и рисунках.

•	� В  обсуждении проводится детальный анализ 
полученных данных в сопоставлении с дан-
ными литературы, что служит обоснованием 
выводов и заключений авторов.

•	� Раздел «Благодарности» не  является обяза-
тельным, но крайне желателен. В  этом раз-
деле авторы могут выразить признательность 
организации, субсидировавшей проведе-
ние исследований, коллегам, консультиро-
вавшим работу в  процессе ее выполнения  
и/или  написания, а  также техническому 
персоналу за  помощь в  выполнении иссле-
дований. Благодарности за  предоставление 
специфических реактивов или  оборудова-
ния, как  правило, помещаются в  разделе 
«Материалы и методы».

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

которые имеют безусловную новизну и значимость. 
Эти статьи проходят ускоренное рецензирование 
и  публикуются в  короткие сроки. Общий объем 
краткого сообщения ограничен 8 машинописны-
ми страницами, количество рисунков и/или таблиц 
не  может быть более 3, а  список использованных 
литературных источников не должен превышать 15. 
Титульный лист оформляется, как  описано выше. 

Разделы краткого сообщения аналогичны вышео-
писанным разделам оригинальной статьи, но не вы-
деляются заголовками и подзаголовками, результа-
ты могут быть изложены вместе с обсуждением. 

Обзорные статьи и лекции
Обзорные статьи и лекции в основном заказы-

ваются редакцией или  могут быть рекомендованы 
одним из  членов редколлегии. Более подробную 
информацию о  правилах оформления этих статей 
можно узнать в редакции

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

Варюшина Е.А., Александров Г.В., Сазоно-
ва  Т.А., Симбирцев А.С. Изучение влияния мест-
ного применения рекомбинантного человече-
ского интерлейкина-1β на репарацию язвенных 
повреждений слизистой оболочки желудка // Ци-
токины и воспаление, 2012. Т. 11, № 1. С. 64-69. 
[Varyushina  Е.А., Аlexandrov G.V., Sazonova Т.А., 
Simbirtsev А.S. Study of the effect of local application 
of recombinant human interleukin-1β in the repair 
of ulcerative lesions of gastric mucosa. Tsitokiny i 
vospalenie = Cytokines and Inflammation, 2012, Vol. 11, 
no. 1, pp. 64-69. (In Russ.)]

Описание статьи из книги (монографии):
Соколова Г.Н., Потапова В.Б. Клинико-патоге-

нетические аспекты язвенной болезни желудка. М.: 
Анахарсис, 2009. 328 с. [Sokolovа G.N., Pоtapova V.B. 
Clinical and pathogenetic aspects of gastric ulcer]. 
Мoscow: Аnachаrsis, 2009. 328 p.

Примеры правильного оформления англоязычных 
ссылок:

Wells S.M., Kantor A.B., Stall A.M. CD43(S7) 
expression identifies peripheral B-cell subsets.  
J. Immunol., 1994, Vol. 153, no. 12, pp. 5503-5515.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin 
proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. 
Stites  D.P., Terr A.I., Parslow T.G., Appletion and 
Lange, 1994, pp. 66-79.

Ссылки на  литературные источники в  тексте 
статьи, в рисунках и таблицах обозначаются араб-
скими цифрами в  квадратных скобках [1, 2, 3,...]. 
не допускаются ссылки на диссертации, авторефе-
раты диссертаций, публикации в сборниках, мето-
дические документы местного уровня. Количество 
источников не ограничено. В каждой ссылке при-
водятся все авторы работы. Неопубликованные 
статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения
Для сложных терминов или названий, наиболее 

часто используемых в тексте статьи, можно ввести 
(в круглых скобках после первого упоминания пол-
ного названия термина) не более 3–5 нетрадицион-
ных сокращений. Узаконенные международными 
номенклатурами сокращения используются в соот-
ветствующей транскрипции. Например, для терми-
на «интерлейкин» используется сокращение «IL», 

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ
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а не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
или «ФНО»; «CD», а не «СД». Названия микроор-
ганизмов приводятся в  оригинальной транскрип-
ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
ки после их сокращенного обозначения (с, ч, см, 
мл, мг, kDa и т.д.), регламентированного междуна-
родными правилами.

Оформление иллюстративного материала
Иллюстративный материал должен быть ориги-

нальным, то есть ранее нигде не опубликованным. 
Общее количество иллюстраций (таблиц и  рисун-
ков) не  должно превышать восьми. При большем 
количестве иллюстраций их публикация оплачива-
ется автором. Публикация цветных иллюстраций 
(независимо от их количества) также оплачивается 
автором. Весь иллюстративный материал присыла-
ется в двух экземплярах и на диске в виде отдель-
ных файлов.

Размеры иллюстраций:
•	 максимальная высота – 210 мм
•	� максимальная ширина для 1 столбца – 82 мм, 

для 2 столбцов – 170 мм
Таблицы. Каждая таблица печатается на отдель-

ном листе (в отдельном файле на диске) через 2 ин-
тервала. Нумерация таблиц дается арабскими циф-
рами отдельно от  нумерации рисунков (графиков 
и фотографий). Название печатается над таблицей. 
Весь текст на русском языке, содержащийся в таб
лице, включая единицы измерения, должен быть 
переведен на английский язык; при этом перевод 
следует помещать в ячейку с соответствующим рус-
ским текстом отдельной строкой. Название табли-
цы и текст примечания к ней также должны быть 
переведены на английский язык и приведены под 
русским текстом с новой строки. Для пометок в та-
блицах следует использовать одну или  несколько 
(*). Пояснения печатаются после соответствующе-
го количества (*) под таблицей. Единицы измере-
ния, при необходимости, включаются в заголовки 
строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи 
названия рисунков (графиков, фотографий) и  та-
блиц размещаются сразу после абзаца, где на  них 
дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются по-
следовательно арабскими цифрами по мере их ис-
пользования в  тексте статьи. Названия рисунков 
и  подписи к  ним выносятся в  виде списка на  от-
дельную страницу. В  списке указываются: номер 
рисунка, название (с большой буквы), текст приме-
чаний (для микрофотографий должно быть указано 
увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, 
но достаточно информативные. Названия рисунков 
и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст 
легенды должны быть переведены на английский 
язык и размещены под соответствующим текстом 
с новой строки. На  обороте каждой иллюстрации 
подписывается фамилия первого автора, название 
статьи и порядковый номер. Для публикации в жур-
нале принимаются только оригиналы фотографий 
(не  ксерокопии) хорошего качества, максималь-
но приближенные к  вышеуказанным размерам. 

Фотографии не должны иметь больших полей, т. е. 
фотографический материал должен занимать всю 
площадь фотографии. Рисунки могут быть пред-
ставлены в  графических форматах с  расширением 
.tiff (разрешение не менее 300 dpi при 100% масшта-
бе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в доку-
менты Word, не принимаются. Графики и диаграм-
мы предоставляются вместе с таблицами, на основе 
которых они были созданы, или с численными обо-
значениями показателей, отображаемых соответ-
ствующими графическими элементами (столбика-
ми, секторами и т.п.) в виде файлов с расширениями 
.doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

в  журнале «Медицинская иммунология» является 
бесплатной для  авторов и  учреждений, в  которых 
они работают. Редакция может потребовать опла-
ту в следующих случаях: 1) за публикацию цветных 
иллюстраций; 2) при большом количестве иллю-
стративного материала (свыше 8 иллюстраций).

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

твердить нижеследующие пункты. Статья может 
быть отклонена, если она им не соответствует.

А.	� Направляя статью в журнал, авторы гаранти-
руют, что поданные материалы не  были ра-
нее опубликованы полностью или по частям, 
в любой форме, в любом месте или на любом 
языке. Также авторы гарантируют, что статья  
не представлена для рассмотрения и публи-
кации в другом журнале. С момента приня-
тия статьи к печати в журнале «Медицинская 
иммунология» приведенный в ней материал 
не может быть опубликован авторами полно-
стью или по частям в любой форме, в любом 
месте и  на любом языке без согласования 
с  руководством журнала. Исключением мо-
жет являться: 1) предварительная или после-
дующая публикация материалов статьи в виде 
тезисов или короткого резюме; 2) использо-
вание материалов статьи как  части лекции 
или обзора; 3) использование автором пред-
ставленных в журнал материалов при напи-
сании диссертации, книги или монографии. 
Воспроизведение всего издания или  части 
любым способом запрещается без письмен-
ного разрешения издателей. Нарушение за-
кона будет преследоваться в  судебном по-
рядке. Охраняется Законом РФ № 5351-1 
«Об  авторском праве и  смежных правах» 
от 09.07.93 г.

Б.	� Файл отправляемой статьи представлен 
в формате .doc, .docx, .rtf.

В.	� Помимо файла со  статьей, предоставлены 
следующие файлы:
1) �Файл с  метаданными (при загрузке в  си-

стему ему присваивается имя «Метадан-
ные»):

•	�Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность автора, ответ-
ственного за  дальнейшую переписку с  ре-
дакцией (на русском и английском языках).

•	�Название учреждения, где работает ответ-
ственный автор (в  русском и  официально 
принятом английском вариантах).
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•	�Почтовый адрес для переписки с указани-
ем почтового индекса (на  русском и  анг
лийском языках).

•	�Телефон, факс (с  указанием кода страны 
и города), e-mail.

•	�Фамилия и  инициалы остальных соавто-
ров, их ученые степени, ученые звания, 
должности.

•	�Полное название статьи, направляемой 
в редакцию.

•	�Количество страниц текста, количество ри-
сунков, количество таблиц.

•	�Указать, для какого раздела журнала пред-
назначена работа: оригинальные статьи, 
лекции, обзоры, «точка зрения», краткие 
сообщения, новые иммунологические ме-
тоды, случаи из  практики, дневник имму-
нолога, книжное обозрение.

•	�Дата отправления работы.
2) �Отсканированная копия  файла с метадан-

ными, подписанная всеми авторами (при 
загрузке в систему ему присваивается имя 
«Подписи авторов»)

3) �Титульный лист (при загрузке в  систему 
ему присваивается имя «Титульный лист»), 
по форме:

• �название статьи (без использования каких-
либо сокращений)  (на  русском и  англий-
ском языках);

• �Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность всех авторов 
(полностью)  (на  русском и  английском 
языках);

• �подразделение и  учреждение, в  котором 
выполнялась работа (если в  работе уча-
ствовали авторы из  разных учреждений, 
это должно быть отмечено звездочка-
ми)  (в  русском и  официально принятом 
английском вариантах);

• �сокращенное название статьи для верхнего 
колонтитула (не более 35 символов, вклю-
чая пробелы и знаки препинания) (на рус-
ском и английском языках);

• �не менее 6 ключевых слов на русском и анг
лийском языках;

• �адрес для переписки с указанием телефона, 
номера факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему при-
сваивается имя «Резюме»). Предоставляется  
в  виде одного абзаца без ссылок и  специ
фических сокращений. Объем – не  менее 
300 слов. Резюме в  полном объеме пред-
ставляется также в  переводе на  английский 
язык. В отдельных случаях, по решению ре-
дакционной коллегии, может быть затребо-
ван развернутый вариант резюме на англий-
ском языке.
5) Рисунки, если они есть - каждый отдель-
ным файлом (при загрузке в  систему каж-
дому рисунку  присваивается имя «Рисунок. 
Название рисунка (где название рисунка соот-
ветствует содержащемуся в  файле рисунку. 
Порядковый номер рисунка»)

6) Файл в формате .doc, .docx., rtf, с названи-
ями рисунков

7) Таблицы, если они есть - каждая отдель-
ным файлом (Название каждой таблицы 
должно быть приведено заголовком в файле 
с самой таблицей)

8) Файл с  цитируемой литературой (при за-
грузке в систему ему присваивается имя «Ли-
тература»), по  следующей форме: таблица 
из  четырех столбцов (альбомная ориента-
ция), где:

Порядковый 
номер ссылки

Авторы, назва-
ние публикации 
и источника, где 
она опублико-
вана, выходные 
данные

ФИО, название 
публикации 
и источника 
на английском

Полный ин-
тернет-адрес 
(URL) цитиру-
емой статьи

Размещаются 
в таблице 
в алфавитном 
порядке, вна-
чале русско
язычные, затем 
на языках 
с  латинской 
графикой

Указывать 
по библио-
графическому 
стандарту, пред-
ставленному 
выше

Официальное 
англоязыч-
ное название 
публикации 
и источника, 
где она опу-
бликована 
- для русско-
язычных ста-
тей. В редких 
случаях, когда 
не существует 
официальных 
англоязычных 
названий (это 
возможно 
для таких 
типов публи-
каций, как те-
зисы, книги 
и др.) - редак-
ция просит 
предоставить 
их перевод, 
используя 
красный 
цвет шрифта. 
Для англоязыч-
ных публикаций 
и источников 
в этом столбце 
ставится про-
черк

В том случае, 
если инфор-
мация о статье 
не размещена 
на офици-
альном сайте 
издания, 
допустимо 
использовать 
URL статьи 
со сторонних 
сайтов, в том 
числе системы 
www.e-library.ru 

Текст должен быть набран с  одинарным меж-
строчным интервалом; используется кегль шрифта 
в 14 пунктов; для выделения используется курсив, 
а  не подчеркивание; все ссылки на  иллюстрации, 
графики и  таблицы расположены в  соответствую-
щих местах в тексте, а не в конце документа.

Текст соответствует стилистическим и  библио-
графческим требованиям.

Если вы отправляете статью в  рецензируемый 
раздел журнала, то  вы согласны с  требованиями 
слепого рецензирования, подробнее о  котором 
можно узнать на сайте журнала (http://mimmun.ru) 
из рубрики Рецензирование, в разделе «О Журнале».
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тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru
Заявки подавать до 1 декабря 2020 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

Институт экспериментальной медицины 
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора

Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет им. акад. И.П. Павлова

*****
Российское научное общество иммунологов

Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
Российское цитокиновое общество

Ассоциация специалистов и организаций 
лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»

Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной
Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека

IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
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• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
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Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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