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ДВЕ ПАНДЕМИИ XXI ВЕКА: COVID-19 И  
СВИНОЙ ГРИПП – 2009
Ильичева Т.Н. 
ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии „Вектор“» Роспотребнадзора,  
р. п. Кольцово, Новосибирская обл., Россия  
ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный университет», г. Новосибирск, Россия

Резюме. Представлен краткий аналитический обзор, посвященный распространению, этиологии, 
патогенезу, профилактике и лечению заболеваний COVID-19 и свиного гриппа, вызвавших пандемии 
в XXI веке. Обе пандемии вызваны респираторными вирусами, но относящимися к разным семей-
ствам, Coronaviridae (SARS-CoV-2) и Orthomyxoviridae (вирус гриппа A(H1N1)pdm09). Чаще входными 
воротами обоих патогенов являются эпителиальные клетки верхних дыхательных путей. Иногда эти 
вирусы инфицируют эпителий кишечного тракта. Поскольку симптомы гриппа и COVID-19 схожи, 
постановка диагноза должна обязательно базироваться на результатах лабораторных анализов, в пер-
вую очередь данных ПЦР о наличии РНК вируса в клиническом материале. Описаны различия и 
сходство в иммунопатогенезе заболеваний. Указываются основные, на взгляд автора, особенности 
в протекании пандемий, вызванных коронавирусом SARS-CoV-2 и вирусом гриппа A(H1N1)pdm09. 
Наличие гриппозной вакцины и этиотропных химиопрепаратов, а также предсуществующего имму-
нитета к вирусу гриппа у пожилых людей в 2009 году оказали существенное влияние на заболевае-
мость и смертность во время пандемии гриппа. Наличие антител к вирусу A(H1N1)pdm09 в сыворот-
ках пожилых людей до начала пандемии объясняется тем, что вирус А(H1N1), циркулировавший до 
1957 года, по антигенным свойствам был похож на вирус A/California/07/09 (H1N1)pdm09. В связи с 
этим заболеваемость и смертность среди людей старше 65 лет (основная группа риска) была низкой, 
а чаще болели дети и молодые взрослые. Ситуация с COVID-19 противоположная: смертность значи-
тельно выше среди пожилого населения, дети и молодые взрослые, как правило, переносят инфекцию 
бессимптомно или в легкой форме. Высказывается предположение о наличии иммунитета к вирусу 
SARS-CoV-2 у жителей Юго-Восточной Азии: возможно, коронавирусы, по антигенным свойствам 
подобные пандемическому, циркулировали в этом регионе, бессимптомно инфицируя людей, пока 
один или несколько вирусных вариантов не стали причиной тяжелого заболевания, вызвав вспышку 
COVID-19 в Ухани.

Ключевые слова: пандемия, SARS-CoV-2, COVID-19, вирус гриппа A(H1N1)pdm09, иммунопатогенез, предсуществующий 
иммунитет
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Abstract. This brief analytical review is devoted to spreading, etiology, pathogenesis, prophylaxis, and 
treatment of COVID-19 and “swine flu” causing pandemics in the 21st century. Both pandemics were caused 
by respiratory viruses belonging to different families, i.e., Coronaviridae (SARS-CoV-2) and Orthomyxoviridae 
(influenza A(H1N1)pdm09 virus), respectively. In most cases, pathogens enter human organisms via epithelial 
cells of the upper airways. Sometimes, these viruses infect intestinal epithelium. Given that symptoms of 
influenza and COVID-19 are similar, its diagnostics should always be based on laboratory results, especially, 
PCR evidence for specific RNA presence in clinical material. The paper describes similarities and differences 
in immune pathogenesis of the diseases. The main characteristics of two pandemic courses caused by 
SARS-CoV-2 and influenza A(H1N1)pdm09 are revealed. The presence of influenza vaccine and etiotropic 
chemotherapeutic agents, as well as preexisting immunity to influenza virus among elderly people in 2009 had 
a significant influence on morbidity and mortality during the influenza pandemic. The presence of antibodies 
to A(H1N1)pdm09 virus in sera of elderly people before the pandemic can be explained by the fact that some 
antigenic properties of A(H1N1) virus which circulated before 1957 were similar to that of A/California/07/09 
(H1N1)pdm09. Consequently, morbidity and mortality among people older than 65 (main risk group) were low, 
while children and young adults suffered more often. The opposite pattern is observed for COVID-19, since 
mortality among the elderly population is high, while the children and young adults have an asymptomatic or 
mild form of a disease. A suggestion is made that population in the South-East Asia may have immunity against 
SARS-CoV-2, since coronaviruses with antigenic features similar to the pandemic one could circulate in that 
region and infect population without evident symptoms, while one or several recent virus variants caused severe 
disease and COVID-19 outbreak in Wuhan.

Keywords: pandemic, SARS-CoV-2, COVID-19, A(H1N1)pdm09 influenza virus, immunopathogenesis, preexisting immunity

Хочу сразу признать, что некорректно срав-
нивать пандемию, закончившуюся 10 лет назад, 
которая прослежена, изучена, потери от которой 
подсчитаны и пересчитаны, с пандемией, ко-
торая на момент написания статьи еще даже не 
прошла пик заболеваемости в некоторых странах 
(апрель 2020). Тем не менее есть аспекты, кото-
рые все же можно и нужно рассмотреть.

Итак, COVID-19.
В декабре 2019 года несколько медицинских 

учреждений в китайском городе Ухань (провин-
ция Хубэй) сообщили о пациентах с пневмони-
ей [18]; клинические проявления напоминали 
симптомы тяжелого острого респираторного 
синдрома (SARS), заболевания, появившегося 
в 2002 г. в соседнем районе – провинции Гуан-
дун, вызванного коронавирусом SARS-CoV [29]. 
7 января 2020 года был выделен новый штамм 
коронавируса, названный SARS-CoV-2, кото-
рый вызывает COVID-19 (коронавирусную бо-
лезнь 2019 года). В первых работах китайских 
исследователей было высказано предположение, 

что передача вируса от животного человеку про-
изошла на оптовом рынке морепродуктов «Ху-
анань» в конце ноября 2019 года [25]. В связи с 
этим 1 января 2020 года рынок был закрыт для 
предотвращения дальнейшего распространения 
патогена. Инфекция в провинции Хубэй быстро 
распространялась, пожилые люди (в возрасте 
> 60 лет) и люди с хроническими заболеваниями 
были особенно подвержены тяжелому течению 
болезни [36]. Ситуация вынудила китайское пра-
вительство ввести строгие карантинные меры в 
провинции Хубэй. Несмотря на принятые усилия 
по предотвращению распространения патогена, 
вирус проник в ряд провинций Китая и другие 
страны.

30 января Всемирная организация здраво-
охранения (ВОЗ) признала вспышку нового 
коронавируса чрезвычайной ситуацией в обла-
сти общественного здравоохранения, имеющей 
международное значение. 11 марта 2020 года 
Президент ВОЗ объявил, что вспышка приобре-
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ла характер пандемии (греч. πανδημα – весь на-
род) [37].

В России сразу отреагировали на опасность 
появления в стране новой инфекции. Особо надо 
отметить профессионализм санитарных служб и 
местных органов власти Дальневосточных регио-
нов. Не дожидаясь особых рекомендаций сверху, 
в регионе начали вводить меры защиты населе-
ния в связи с ростом числа заразившихся новым 
коронавирусом в Китае. В Амурской области 
приостановили все образовательные, культурные 
обмены между Благовещенском и городами КНР. 
В Хабаровском крае приняты повышенные меры 
контроля в отношении рейсов из КНР и в погра-
ничных пунктах пропуска. В Приморском крае 
после китайского Нового года провели проверки 
на предприятиях, где трудятся граждане КНР [1].

С 31 января из-за распространения коронави-
русной инфекции COVID-19 была закрыта рос-
сийско-китайская граница. С 31 января до 1 марта 
было приостановлено пассажирское железнодо-
рожное сообщение с Китаем за исключением по-
езда Москва – Пекин. Маршрут поезда пролегает 
через Монголию, которая усилила санитарный 
контроль с 29 января. С 1 февраля было ограни-
чено регулярное авиасообщение, кроме рейсов в 
Пекин, Шанхай, Гуанчжоу и Гонконг, выполня-
емых «Аэрофлотом». Все самолеты принимали 
в отдельно выделенном терминале F аэропорта 
Шереметьево, где пассажиров встречали сотруд-
ники Роспотребнадзора [2].

31 января поступили сообщения о выявлении 
в России первых двух случаев заражения корона-
вирусом в Тюменской области и Забайкальском 
крае. Это были граждане КНР, у обоих была лег-
кая форма заболевания [3]. Пациенты прошли 
курс лечения и были выписаны из больниц в се-
редине февраля. До 10 марта в России было за-
фиксировано менее 20 случаев заражения новым 
коронавирусом.

В это же время стремительно развивалась эпи-
демия в странах Западной Европы и США.

В Германии (Бавария) первый случай зараже-
ния COVID-19 был подтвержден 27 января 2020 
года. Сообщение о первом подтвержденном слу-
чае заражения за пределами Баварии появилось 
только 25 февраля 2020 года. Большинство слу-
чаев этого периода связано с поездками местных 
жителей в Италию, в частности на горнолыжные 
курорты. К 17 марта было принято решение о за-
крытии детских учебных заведений во всех феде-
ральных землях Германии, а в Баварии 18 марта 
введен режим чрезвычайного положения [21].

В Италии первые случаи инфицирования были 
выявлены 31 января 2020 года у двух китайских 

туристов, прибывших в Рим. 21 февраля было 
подтверждено 16 случаев COVID-19 в Ломбардии. 
22 февраля было зафиксировано еще 60 случаев в 
северных регионах страны, в том числе несколь-
ко смертельных. Одиннадцать муниципалитетов 
на севере Италии были определены как эпицен-
тры заражения и закрыты на карантин. Несмотря 
на это, уже в конце февраля Италия вышла на 
второе место в мире по количеству заражений (на 
первом месте оставался Китай). 9 марта 2020 года 
Италия продлила статус карантина и приняла бо-
лее решительные меры для предотвращения рас-
пространения инфекции [27]. Эти меры включа-
ли общие ограничения на поездки, запрещение 
публичных мероприятий, закрытие школ и дру-
гих учебных заведений, а также приостановление 
религиозных мероприятий, включая похороны и 
свадьбы.

В Испании первый случай заражения новым 
коронавирусом был зафиксирован 31 января 2020 
года на острове Гомера (Канарские острова). За-
болевшим стал турист из Германии. С 13 марта 
2020 года случаи заболевания стали регистриро-
ваться во всех 50 провинциях Испании [9].

Первые случаи заболевания в США выявлены 
19 января 2020 года в штате Вашингтон у 
людей, вернувшихся из китайского города 
Ухань. 26 февраля в Северной Калифорнии 
был зарегистрирован первый в США случай 
заболевания, не связанный с посещением стран, 
неблагополучных по COVID-19. 16 марта 2020 
года были закрыты школы и университеты, 
отменены выставки, музыкальные фестивали и 
концерты, спортивные соревнования и прочие 
публичные мероприятия. Тем не менее к 26 марта 
США вышли на первое место в мире по числу 
заболевших, опередив Китай и Италию [7].

В России с 3 марта во всех аэропортах, кото-
рые принимали рейсы из Италии, Ирана и Юж-
ной Кореи, был усилен санитарный контроль – 
все пассажиры этих рейсов, прежде чем покинуть 
борт самолета, должны были пройти обязатель-
ную проверку. 11 марта впервые начали серьезно 
ограничивать авиасообщение со странами Евро-
союза, разрешив совершать полеты только «Аэро-
флоту» и лишь в семь городов: Берлин, Мюнхен, 
Франкфурт-на-Майне, Мадрид, Париж и Рим. 
Однако к началу апреля в России было уже около 
2,5 тысяч случаев заражения новым коронавиру-
сом, преимущественно в Москве и Московской 
области (около 2 тыс.).

С 28 марта в России начали применять более 
строгие санитарные меры. Были закрыты учеб-
ные заведения, введены ограничения для тор-
говых организаций, сферы услуг, а также огра-
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ничения на посещение общественных мест, во 
многих регионах введен режим самоизоляции, а 
в Москве и Московской области начинают дей-
ствовать еще более строгие, карантинные меры. 
В результате эпидемия нарастает плавно, в апре-
ле прирост заболевших составляет 13-18% в сут-
ки. Но что еще важнее, нет стремительного роста 
количества умерших от COVID-19 (стопкорона-
вирус.рф). 

Патоген, вызвавший пандемию, был выделен 
и идентифицирован беспрецедентно быстро. Им 
оказался новый коронавирус, названный SARS-
CoV-2, так как по своему строению он близок ви-
русу SARS-CoV, вызвавшему вспышку «атипич-
ной пневмонии» в 2003 г. Оба патогена относятся 
к семейству Coronaviridae. Все известные корона-
вирусы (CoV) делятся на четыре рода, включая α-, 
β-, γ- и δ-CoV. Представители первых двух родов 
способны инфицировать млекопитающих, тогда 
как γ- и δ-CoV инфицируют преимущественно 
птиц. Ранее было известно о шести коронави-
русах, которые способны инфицировать челове-
ка. Это HCoV-229E и HCoV-NL63 (оба α-CoV) 
и HCoV-HKU1 и HCoV-OC43 (оба β-CoV), они 
вызывают легкие респираторные симптомы, 
сходные с простудой. Два других β-коронавируса, 
SARS-CoV и MERS-CoV, приводят к тяжелым и 
потенциально смертельным инфекциям дыха-
тельных путей человека [14].

Как и другие респираторные вирусные ин-
фекции, COVID-19 в основном распространяет-
ся воздушно-капельным путем, через аэрозоли, 
а также через загрязненные предметы и прямой 
контакт [44].

Однако Zhang и соавт. [46] обнаружили нали-
чие SARS-CoV-2 в фекальных мазках и крови, что 
указывает на возможность множественных путей 
передачи, в том числе на фекально-оральную 
передачу. Так, белок ангиотензинпревращающий 
фермент 2 (ACE2), который является рецепто-
ром для вирусов SARS-CoV и SARS-CoV-2 [26], 
в изобилии присутствует в альвеолярных эпите-
лиальных клетках легких и энтероцитах тонкой 
кишки, в верхнем пищеводе, печени и толстой 
кишке [45]. Инкубационный период заболевания 
составляет 1-14 дней, в основном 3-7 дней [34], и 
COVID-19 заразен в латентный период, по край-
ней мере, за 1-3 суток до начала клинических 
проявлений [12]. Общие клинические симптомы 
включают лихорадку, кашель, усталость, образо-
вание мокроты, одышку, боль в горле и головную 
боль. Кроме того, у части пациентов появляют-
ся желудочно-кишечные симптомы с диареей и 
рвотой. В нескольких работах указывалось, что 
выделение вирусной рибонуклеиновой кислоты 

(РНК) в стуле обнаруживается дольше, чем в маз-
ках из носоглотки [18]. У большинства взрослых 
и детей с инфекцией SARS-CoV-2 наблюдаются 
легкие гриппоподобные симптомы, у некоторых 
пациентов развивается пневмония с характерны-
ми изменениями, фиксируемыми компьютерной 
томографией грудной клетки (эффект «матового 
стекла»). У небольшого процента больных резко 
наступает критическое состояние и быстро раз-
вивается острый респираторный дистресс-син-
дром, дыхательная недостаточность, полиорган-
ная недостаточность, септический шок, трудно 
поддающийся коррекции метаболический аци-
доз, что может привести к смертельному исходу. 
Чаще всего тяжелое течение болезни наблюдает-
ся у пожилых людей и пациентов с хроническими 
заболеваниями (гипертонией, хронической об-
структивной болезнью легких, диабетом, сердеч-
но-сосудистыми заболеваниями, хроническими 
заболеваниями печени и почек, иммунодефици-
тами) [7, 16].

По результатам лабораторных исследований 
большинство пациентов имели нормальное или 
пониженное количество лейкоцитов [15]. Но у 
пациентов с тяжелым состоянием количество 
лимфоцитов снижалось существенно, а количе-
ство нейтрофилов, D-димер, уровень мочевины 
в крови и уровень креатинина были значительно 
выше нормы. Кроме того, в качестве основного 
фактора патогенеза COVID-19 наблюдался так 
называемый «цитокиновый шторм», или син-
дром высвобождения цитокинов, когда резко 
повышается уровень факторов воспаления (ин-
терлейкин-2, интерлейкин-7, интерлейкин-10, 
фактор некроза опухоли-α и др.) [31].

Пандемия гриппа А(H1N1) pdm09
Вернемся на одиннадцать лет назад, когда на-

чалась первая пандемия нового века. Пандемия 
гриппа – эпидемия, характеризующаяся распро-
странением по всему миру инфекционного за-
болевания, вызванного новым вирусом гриппа, к 
которому большинство людей не имеет иммуни-
тета [38].

Вирусы гриппа относятся к семейству 
Orthomyxoviridae, которое содержит РНК-вирусы 
с негативным геномом и состоит из семи родов: 
α-, β-, γ- и δ-инфлюэнцавирусы (соответствую-
щие родам A, B, C, D прежней таксономии се-
мейства), а также родов Isavirus, Quaranjavirus, 
Thogotovirus. Геном сегментирован, представлен 
однонитевыми сегментами РНК отрицательной 
полярности. Транскрипция и репликация генома 
происходит в ядре зараженной клетки [20, 28].

Вирусы гриппа А наиболее широко распро-
странены в природе. Кроме человека они инфи-
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цируют птиц, свиней, лошадей, морских млеко-
питающих, летучих мышей и некоторых других 
животных. Вирусы гриппа A подразделяют на 
подтипы на основе строения двух поверхностных 
белков: гемагглютинина (H) и нейраминидазы 
(N). Существует 18 различных подтипов гемаг-
глютинина и 11 различных подтипов нейрамини-
дазы: H1-H18 и N1-N11 соответственно [35, 43]. 

Пандемия 2009 года, вызванная вирусом грип-
па А, началась, как и прежде, неожиданно, хотя 
к ней готовились все предыдущее десятилетие. 
Эпидемиологические данные указывают, что 
вспышка гриппоподобного заболевания нача-
лась в мексиканском городе Ла Глория, штат Ве-
ракруз, в середине февраля 2009 года [10]. В на-
чале апреля органы здравоохранения Мексики, 
проанализировав большое число пневмоний и 
гриппоподобных заболеваний, информировали 
региональное представительство ВОЗ о вспыш-
ке гриппоподобного заболевания неясной этио-
логии. К этому времени заболевание появилось 
в Калифорнии на границе с Мексикой. Вирус 
распространялся по планете с такой быстротой, 
что 11 июня 2009 года ВОЗ официально объяви-
ла первую пандемию гриппа в XXI в. [39]. К тому 
времени насчитывалось 30 000 подтвержденных 
случаев заболевания в 74 странах. Антигенно 
пандемический вирус А(H1N1)pdm09 был подо-
бен классическому свиному вирусу и тройному 
реассортантному вирусу свиней А(H1N1), имев-
шему генетический материал вирусов гриппа 
птиц и человека. В то же время практически не 
было серологического перекреста пандемическо-
го вируса с вирусом сезонного гриппа А(H1N1), 
вызывавшего сезонные эпидемии в 1978-2008 гг.

В России первый случай заболевания, вы-
званного пандемическим вирусом гриппа, был 
зарегистрирован 18 мая 2009 года у туриста, вер-
нувшегося из США [4]. В июле появились лабо-
раторно подтвержденные случаи заболевания 
людей в Екатеринбурге, Томске, Барнауле и Вла-
дивостоке.

До осени 2009 года в России обнаруживали ви-
рус преимущественно у людей, вернувшихся из-
за границы или тесно с ними контактировавших. 
Во время первой волны пандемии течение болез-
ни было относительно мягким и заканчивалось 
полным выздоровлением. С октября 2009 года 
начали выявлять пандемический вирус гриппа у 
пациентов, которые не имели прямого контак-
та с людьми, вернувшимися из-за границы; по-
явились тяжелые случаи заболевания, иногда с 
летальным исходом. С этого времени во многих 
регионах России зафиксированы заболевания 
людей с тяжелым течением болезни [5, 19]. 

В 2010 г. заболеваемость гриппом A(H1N1)
pdm09 во всем мире пошла на спад, и 10 августа 
2010 года ВОЗ объявила об окончании панде-
мии [40].

Клинические проявления пандемического 
гриппа обычно включали один или более из сле-
дующих симптомов: лихорадка и озноб, кашель, 
боль в горле, миалгия, головная боль и усталость. 
При вспышке 2009 года отмечалась более высокая 
распространенность диареи и рвоты, чем обыч-
но наблюдается при сезонном гриппе. Одышка, 
боль в груди, спутанность сознания или сильная 
рвота часто были признаками тяжелого течения 
заболевания, требовавшего госпитализации [41]. 

Пандемический вирус A(H1N1)pdm09 име-
ет тропизм не только к эпителиальным клеткам 
трахеи и бронхов, но также к пневмоцитам типа 1 
и 2, что может привести к денудации эпителиаль-
ных слоев [13]. Вследствие этого тяжелое течение 
болезни могло приводить к острому респиратор-
ному дистресс-синдрому, включая трахеоброн-
хиальное повреждение, альвеолярное кровоиз-
лияние и диффузное альвеолярное повреждение. 
Избыточная экспрессия провоспалительных ци-
токинов, таких как фактор некроза опухоли-α, 
интерлейкин-1, интерлейкин-6 и интерферон-γ, 
а также нарушение альвеолярного эпителиаль-
ного барьера могли привести к устойчивому си-
стемному воспалительному ответу, связанному с 
дисфункцией многих органов [8]. Совокупность 
острого повреждения легких и диффузного аль-
веолярного повреждения приводит к образо-
ванию гиалиновой мембраны в альвеолярном 
пространстве. Это состояние может разрешать-
ся незначительной легочной недостаточностью 
у выживших пациентов, но может иницииро-
вать фибропролиферативный ответ в легком с 
затяжной дыхательной недостаточностью [13]. 
При смертельных исходах часто (> 50% случа-
ев) наблюдалась острая бактериальная пневмо-
ния, преобладали грамположительные кокки 
(Streptococcus и Staphylococcus) [11].

По состоянию на 31 августа 2010 года ВОЗ 
получила сообщения Национальных центров 
по гриппу разных стран о 18 449 лабораторно 
подтвержденных случаях смерти от инфекции 
А(H1N1)pdm09 [42]. Однако наиболее реальные 
показатели смертности были получены коман-
дой GLaMOR: по их расчетам, в течение перво-
го года распространения пандемического вируса 
гриппа во всем мире умерло от 123 000 до 203 000 
человек [33]. Это согласуется и с оценками Цен-
тров контроля заболеваемости (CDC) США: по 
их данным, с 12 апреля 2009 года по 10 апреля 
2010 года в Соединенных Штатах было зареги-
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стрировано 60,8 млн случаев заражения новым 
вирусом гриппа, 274 304 человек были госпита-
лизированы и 12 469 скончались в результате ин-
фицирования вирусом А(H1N1)pdm09 [32]. Дело 
в том, что часто учитываются только те случаи, 
когда люди умирают непосредственно от грип-
па. Но при этом не оценивается влияние виру-
са на обострение хронических заболеваний, что 
несколько позже приводит к смерти. К тому же 
в некоторых странах далеко не сразу была нала-
жена качественная диагностика нового патогена.

Известно, что смертность от пандемического 
гриппа в XX в. варьировалась от 0,03% населения 
мира во время пандемии А(H3N2) в 1968-1969 гг. 
до 1-3% населения мира во время пандемии «ис-
панки», А(H1N1), в 1918-1920 гг. В 2009-2010 гг. 
от 0,001  до 0,007% населения мира умерли от ос-
ложнений, связанных с вирусной инфекцией. По 
оценкам специалистов, во всем мире 80% смер-
тей имели место среди людей моложе 65 лет. Это 
существенно отличалось от типичных сезонных 
эпидемий гриппа, во время которых от 70 до 90% 
смертей происходит среди людей в возрасте 65 
лет и старше [33] . 

По данным Европейского отделения ВОЗ, к 
группам риска относились пациенты с онкологи-
ческими заболеваниями, с ВИЧ и (или) другими 
иммунодефицитами, с хроническими заболе-
ваниями сердечно-сосудистой системы, почек, 
печени. Беременность, хронические заболева-
ния легких и ожирение повышали риск госпи-
тализации, но не смертельного исхода. Ранняя 
госпитализация, раннее начало лечения и пере-
вод в отделение интенсивной терапии в качестве 
меры предосторожности среди этих пациентов 
часто предотвращали тяжелое прогрессирование 
заболевания. Искусственная вентиляция легких 
значительно снижала смертность пациентов [6]. 

Различия и сходство двух пандемий
Что же общего и в чем основные различия этих 

двух пандемий? 
Обе пандемии вызваны респираторными ви-

русами, но относящимися к разным семействам. 
И те и другие имеют геном в виде одноцепочеч-
ной РНК. Однако у вирусов гриппа геном сег-
ментирован, а РНК имеет отрицательную поляр-
ность, тогда как геном коронавируса состоит из 
единой цепи плюс-РНК, то есть вирусная РНК 
служит матрицей для первичного синтеза вирус-
ных белков. Репликация вируса гриппа проходит 
в ядре, коронавируса – в цитоплазме зараженной 
клетки. Сборка вирусной частицы у гриппа идет 
на цитоплазматической мембране, у коронави-
руса – на мембранах цитоплазматического рети-
кулума и аппарата Гольджи [30]. Таким образом, 

строение вирусной частицы, процессы реплика-
ции вирусного генома и сборки вириона у этих 
патогенов существенно различаются.

Тем не менее патогенез COVID-19 схож с па-
тогенезом гриппа. Чаще входными воротами 
являются эпителиальные клетки верхних дыха-
тельных путей. Иногда вирусы инфицируют эпи-
телий кишечного тракта. Однако вирусы исполь-
зуют разные молекулы на поверхности клеток в 
качестве рецепторов. Вирус гриппа узнает оста-
ток сиаловой кислоты на конце гликозидной це-
почки гликопептидов и гликолипидов на поверх-
ности клетки-мишени. SARS-CoV-2 связывается 
с ангиотензинпревращающим ферментом 2. Ви-
русы проникают в клетки-мишени, начинается 
репликация вирусного генома, синтез вирусных 
белков, сборка и выход из клетки новых вирус-
ных частиц.

Иммунная система человека может справить-
ся с патогеном в самом начале инфицирования, 
для этого существуют механизмы врожденного 
иммунитета. В этом случае говорят о бессим-
птомном заражении. Это наилучший вариант 
для человека, к тому же в этом случае, как и при 
заболевании, начинают вырабатываться анти-
тела, которые будут защищать от последующих 
заражений похожим вирусом. Длительность та-
кой защиты варьируется от нескольких месяцев 
до нескольких лет в зависимости от патогена и 
особенностей иммунитета конкретного челове-
ка. Антитела против вирусов сезонного гриппа 
определяются в крови в течение 1-1,5 лет, анти-
тела против вируса «атипичной пневмонии» 2003 
года, SARS-CoV, определялись у переболевших 
людей до 2 лет после заражения [24]. 

Но если защита организма не справляется, 
развивается заболевание. Симптомы гриппа и 
COVID-19 схожи: лихорадка и озноб, кашель, 
боль в горле, миалгия, головная боль и усталость, 
иногда диарея, тошнота и рвота, то есть только 
по симптомам очень трудно дифференцировать 
эти заболевания. COVID-19 часто сопровожда-
ется образованием мокроты и одышкой, но не 
во всех случаях и не у всех пациентов. К тому же 
такие симптомы встречаются и при гриппе. По-
этому постановка диагноза должна обязательно 
базироваться на результатах лабораторных ана-
лизов, в первую очередь данных ПЦР о наличии 
РНК вируса в мазках из носа и горла. Пожалуй, 
среди симптомов, которые в большей степени 
свойственны COVID-19 по сравнению с другими 
ОРВИ, можно выделить потерю (полную или ча-
стичную) обоняния и нарушение вкуса (аносмия, 
гипосмия и дисгевзия) [23].
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Существенные различия этих двух пандемий, 
на мой взгляд, в следующем.

1. К началу осенней, самой тяжелой вол-
ны пандемии гриппа 2009 года в некоторых 
странах уже была вакцина на основе вируса A/
California/07/09 (H1N1)pdm09, а к сезону 2010-
2011 гг. практически во всех странах смогли сво-
евременно вакцинировать население. Вакцина 
же против SARS-CoV-2 появится в лучшем слу-
чае в начале 2021 года [22].

2. В 2009 г. в распоряжении врачей были 
высокоэффективные противогриппозные пре-
параты – озелтамивир (ТамиФлю) и занамивир 
(Реленза). К сожалению, они были доступны 
не во всех странах. В отношении коронавируса 
пока нет ясного понимания, какие препараты 
эффективны при лечении COVID-19. Некоторые 
используют комбинированный препарат лопи-
навир/ритонавир, эффективный при лечении 
ВИЧ/СПИД, SARS, MERS; или хлорохин, ис-
пользуемый для лечения малярии и аутоиммун-
ных заболеваний, или рибавирин, опробованный 
при лечении SARS и MERS [16]. Однако все эти 
препараты разрабатывались не для лечения коро-
навирусной инфекции и поэтому вряд ли имеют 
высокую эффективность.

3. В 2009 г., еще до начала пандемии, у не-
которых пожилых людей в крови были антитела 
против нового вируса гриппа (образцы сыворот-
ки были собраны до марта 2009 года и проана-
лизированы после выделения пандемического 
вируса). Дело в том, что вирус А(H1N1), циркули-
ровавший до 1957 года, по антигенным свойствам 
был похож на вирус A/California/07/09 (H1N1)
pdm09. А антитела к тому вирусу гриппа, который 
инфицирует человека впервые в его жизни, оста-
ются у него в течение долгого времени, иногда 
всю жизнь (эффект «антигенного греха»). В Рос-
сии около 6% людей имели антитела в значимых 
титрах (1:40 и более в реакции торможения ге-
магглютинации) [19]. В США около 19% людей 
имели защитные титры антител [17]. Такой высо-
кий уровень серопозитивного населения связан с 
тем, что в 1970-х гг. после вспышки, вызванной 

вирусом гриппа свиней А(H1N1), значительную 
часть населения США вакцинировали против 
этого вируса. По антигенным свойствам он так-
же был схож с A/California/07/09 (H1N1)pdm09. 
Особо следует отметить, что, благодаря наличию 
антител к пандемическому гриппу, защищенной 
оказалась одна из наиболее уязвимых групп на-
селения, на которую обычно приходится около 
80% летальных исходов сезонного гриппа, – по-
жилые люди. Этим объясняется тот факт, что за-
болеваемость и смертность среди людей старше 
65 лет была низкой, а чаще болели дети и моло-
дые взрослые.

Ситуация с COVID-19 противоположная: 
смертность значительно выше среди пожилого 
населения, дети и молодые взрослые, как пра-
вило, переносят инфекцию бессимптомно или 
в легкой форме. Данных о предсуществующем 
иммунитете к новому коронавирусу пока нет, 
но есть несколько фактов, которые позволяют 
сделать следующее предположение. Так, ситуа-
ция с COVID-19 в странах Юго-Восточной Азии 
существенно отличается от развития пандемии 
в Западной Европе и США. Например, во Вьет-
наме, стране с населением более 90 млн человек, 
выявлено менее трех сотен случаев заражения 
на конец апреля 2020 года и ни одной смерти от 
COVID-19. Может быть, у жителей этого региона 
все же есть иммунитет к SARS-CoV-2? В таком 
случае вероятно, что коронавирусы, подобные 
пандемическому, циркулировали здесь, бес-
симптомно инфицируя людей, пока один или 
несколько вирусных вариантов не стали при-
чиной тяжелого заболевания, вызвав вспышку 
COVID-19 в Ухани. Насколько справедливо дан-
ное предположение, станет понятно после иссле-
дования В- и Т-клеточного иммунитета к новому 
коронавирусу у жителей Юго-Восточной Азии.

Наверняка есть и другие существенные раз-
личия между пандемией гриппа 2009 года и 
COVID-19, но более полный анализ можно будет 
сделать после окончания пандемии, вызванной 
вирусом SARS-CoV-2.
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ОСОБЕННОСТИ ОФТАЛЬМОЛОГИЧЕСКОЙ ПАТОЛОГИИ 
ПРИ ЗАБОЛЕВАНИЯХ АУТОИММУННОГО ХАРАКТЕРА
Лукашенко М.В., Басанцова Н.Ю., Шишкин А.Н.
ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В последние годы увеличивается частота офтальмологических осложнений при аутоим-
мунных заболеваниях, как в связи с ростом числа аутоиммунной патологии во всем мире, так и в 
связи с появлением новых диагностических возможностей. По оценкам ВОЗ на 2010 год во всем мире 
число пациентов всех возрастов с нарушениями зрения оценивается в 285 миллионов человек, из 
которых 39 миллионов являются слепыми. Среди аутоиммунных болезней существуют нозологии, 
при которых офтальмологическая патология встречается более часто, такие как сахарный диабет 1-го 
типа, саркоидоз и болезнь Бехчета. К наиболее распространенным осложнениям со стороны глаз при 
данных болезнях относятся увеит и синдром сухого глаза.

Цель – описать осложнения со стороны глаз при сахарном диабете 1-го типа, саркоидозе и бо-
лезни Бехчета. Обозначить важность исследования данных болезней и разработки единых критериев 
оказания помощи больным офтальмологического профиля.

В обзоре рассмотрены основные звенья патогенеза, этнические и генетические факторы возник-
новения глазных патологий, основные вопросы своевременной диагностики и применение различ-
ных схем консервативной терапии. 

В ходе анализа литературы были представлены исследования, демонстрирующие возможную ау-
тоиммунную природу таких глазных патологий, как увеит и синдром сухого глаза при таких заболе-
ваниях, как сахарный диабет 1-го типа, саркоидоз, болезнь Бехчета. Несмотря на проводимые иссле-
дования, в изучении патогенеза остается много нерешенных вопросов, как и в назначении терапии. 
Поэтому на сегодняшний день лечение аутоиммунных болезней глаз представляет собой сложную 
задачу, включая в себя купирование основного заболевания и местную терапию органа зрения. В свя-
зи с тем, что иммунопатологические нарушения, лежащие в основе описанных выше аутоиммунных 
заболеваний, требуют дальнейшего изучения, в настоящий момент не представляется возможным 
точно прогнозировать течение болезни глаз, возможные осложнения и исходы. 

В настоящее время нет достаточных сведений для создания единых критериев лечения увеита и 
синдрома сухого глаза при аутоиммунных болезнях. Их дальнейшая разработка может способствовать 
корректировке принципов оказания медицинской помощи для улучшения качества лечения и каче-
ства жизни пациентов. Необходимы дальнейшие исследования и накопление данных по изучаемому 
вопросу. 

Ключевые слова: аутоиммунитет, аутоиммунный увеит, синдром сухого глаза, болезнь Бехчета, саркоидоз, сахарный 
диабет I типа
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FEATURES OF OPHTHALMIC PATHOLOGY IN AUTOIMMUNE 
DISEASES
Lukashenko M.V., Basantsova N.Yu., Shishkin A.N.
St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Incidence of the ophthalmic complications in autoimmune diseases is stably increasing over recent 
years, as well as overall increase in the number of autoimmune pathologies around the world, along with novel 
diagnostic approaches. According to the WHO estimates, the number of patients with visual impairment is 
estimated at 285 million people for 2010, causing blindness in 39 million cases. Among autoimmune diseases, 
diabetes mellitus, sarcoidosis and Behcet’s disease are most often complicated by these conditions. Dry eye 
syndrome is the most common eye complication associated with these diseases. Our aim was to describe eye 
complications in type I diabetes, sarcoidosis, and Behcet’s disease, as well as show the importance of research 
in the area, and to develop common criteria for the care of patients with ophthalmic conditions. The review 
considers main pathogenetic links, ethnic and genetic factors of ocular pathologies in autoimmune disorders, 
the main issues of timely diagnosis and the use of various schemes of conservative therapy. The results obtained 
upon analysis of the literature contain demonstrate the possible autoimmune nature of such eye pathologies, 
as uveitis and dry eye syndrome in diseases such as type 1 diabetes mellitus, sarcoidosis, and Behcet’s disease. 
Despite the ongoing research, there are many unresolved issues in the study of pathogenesis, as well as in 
therapeutic strategy. Therefore, the treatment of autoimmune eye diseases is a difficult task today, including 
treatment of the underlying disease, and local therapy of the visual organ. Since the primary immunopathology 
in the mentioned autoimmune diseases requires further studies, it is not possible to accurately predict the 
course of eye disease, possible complications and outcomes at the present time. Currently, there is only scarce 
information for creating uniform criteria for the treatment of uveitis and dry eye syndrome in autoimmune 
diseases. Their further development can contribute to establishment of the principles of medical care, in order 
to improve efficiency of treatment and quality of life in the patients. Further research and accumulation of data 
in the field are needed.

Keywords: autoimmunity, autoimmune uveitis, dry eye syndrome, Behcet’s disease, sarcoidosis, type I diabetes mellitus

Работа поддержана грантом Правительства 
РФ (договор № 14.W03.31.0009 от 13.02.2017 г.) о 
выделении гранта для государственной поддерж-
ки научных исследований, проводимых под ру-
ководством ведущих ученых.

Актуальность проблемы
С каждым годом диагностируется все больше 

случаев как изолированного поражения глаз ау-
тоиммунной природы, так и офтальмологических 
осложнений аутоиммунных заболеваний. В связи 
с недостаточной изученностью иммунопатоге-
неза и отсутствием общепринятой клинической 
классификации данных состояний, представля-
ется сложным разработать единый эффективный 
подход для проведения терапии. 

У пациентов, страдающих аутоиммунными 
заболеваниями, выделяют множество различ-
ных офтальмологических осложнений, среди 
которых имеют место поражения придаточного 
аппарата глаза (блефариты, конъюнктивиты), 
роговицы (кератиты), различных отделов со-
судистой оболочки глаза (увеиты, ириты, ири-
доциклиты). Поражения внутренней оболочки 
глаза и зрительного нерва могут встречаться как 
в виде осложнений основного заболевания, так и 
в виде изолированного поражения сетчатки (хо-
реоретинопатия Бирдшот) и зрительного нерва 
(оптикомиелит Девика) [11, 35]. Наиболее часты-

ми формами офтальмологических осложнений 
являются увеиты различной локализации и син-
дром сухого глаза (сухой кератоконъюнктивит), 
которые будут рассмотрены в данном обзоре [16]. 

По оценкам ВОЗ на 2010 год во всем мире чис-
ло пациентов всех возрастов с нарушениями зре-
ния оценивается в 285 млн человек, из которых 
39 млн являются слепыми, что примерно на 10% 
обусловлено прогрессированием увеита [31]. До 
50% наблюдений в структуре всех увеитов занима-
ют аутоиммунные поражения, характеризующи-
еся наиболее сложным и тяжелым течением [6]. 
До половины всех больных офтальмологическо-
го профиля отмечают развитие синдрома сухого 
глаза (ССГ). Несмотря на то, что данная патоло-
гия вызывает меньшую обеспокоенность как у 
медицинских работников, так и пациентов, не-
давние исследования нейропатии малых воло-
кон позволяют рассматривать ССГ как частный 
случай нейродистрофических процессов, что, в 
свою очередь, при отсутствии лечения, неизмен-
но приводит к снижению зрения [19]. 

При развитии определенных системных за-
болеваний аутоиммунного или иммуно-опосре-
дованного генеза, поражение органа зрения раз-
вивается наиболее часто. К таким заболеваниям 
можно отнести сахарный диабет 1-го типа, сар-
коидоз, болезнь Бехчета и некоторые другие [6]. 
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Сахарный диабет 1-го типа (СД1) – это ауто-
иммунное заболевание, развивающееся у генети-
чески предрасположенных лиц, при котором хро-
нически протекающий лимфоцитарный инсулит 
приводит к опосредованной Т-клетками деструк-
ции β-клеток с последующим развитием абсо-
лютной инсулиновой недостаточности. Наиболее 
частым осложнением данной патологии является 
диабетическая ретинопатия (специфическое по-
ражение сетчатки глаза и ее сосудов, характери-
зующееся образованием экссудативных очагов, 
ретинальных и преретинальных кровоизлияний, 
ростом новообразованных сосудов, тракционной 
отслойкой сетчатки, развитием рубеозной глау-
комы) [23]. Реже в литературе упоминают такое 
осложнение сахарного диабета, как синдром су-
хого глаза. В последние годы стало возможным 
проведение исследований по нейропатии малых 
волокон (НМВ), которая была выявлена при 
многих аутоиммунных заболеваниях, в том числе 
при СД1 [1]. До недавнего времени только биоп-
сия сурального нерва и биопсия кожи позволяли 
оценить степень поражения нервных стволов, 
в том числе волокон наименьшего диаметра ти-
пов А-дельта и С, однако для больных сахарным 
диабетом с полинейропатией проведение инва-
зивных процедур может иметь неблагоприятные 
прогнозы в связи с частым развитием инфекци-
онных осложнений и затруднением репарации 
тканей [25]. Конфокальная микроскопия (КМ) 
глаза позволила расширить диагностические воз-
можности в выявлении ранней полинейропатии. 
Именно с помощью КМ стало возможным диа-
гностировать НМВ роговицы, при которой нару-
шения плотности и морфологии нервных воло-
кон напрямую коррелирует со степенью тяжести 
основного заболевания и дальнейшим прогрес-
сированием осложнений в данной группе паци-
ентов [24]. У больных диабетом чувствительность 
роговицы снижается из-за потери нервных во-
локон роговицы, которая приводит к диабетиче-
ской кератопатии [33], синдрому сухого глаза [12] 
и подверженности травмам с рецидивирующими 
эрозиями и язвами [33]. Существует несколько 
опубликованных исследований роговичных не-
рвов у пациентов с жалобами на сухость глаз, в 
которых описывались изменения в иннервации 
роговицы и изучались возможные корреляции 
между нарушением плотности и морфологии 
нервов при ССГ [12, 39], однако данный вопрос 
требует дальнейшего изучения.

Саркоидоз – это системное воспалительное 
заболевание неизвестной этиологии, характери-
зующееся образованием неказеифицирующихся 
гранулем, мультисистемным поражением раз-
личных органов и активацией Т-клеток в месте 
гранулематозного воспаления с высвобождени-
ем различных хемокинов и цитокинов, включая 
фактор некроза опухоли (TNFα) [2]. Саркоидоз 
является одной из основных причин воспали-

тельных заболеваний глаз. Офтальмопатия может 
проявляться поражением любой части глаза и 
его придаточных тканей, в большинстве случаев 
встречаются проявления в виде увеитов, которые 
составляют до 40% всех встречаемых увеитов, 
при этом в 20% дебют саркоидоза начинается 
с данной патологии [30]. Офтальмологические 
проявления могут быть изолированными или 
связанными с вовлечением других органов. 

Болезнь Бехчета – редкое заболевание, от-
носящееся к васкулитам, аутоиммунного гене-
за, включающее в себя триаду признаков: ре-
цидивирующий афтозный стоматит, язвенные 
изменения слизистой оболочки и кожи половых 
органов, воспалительное поражение глаз [20]. 
Распространенность болезни составляет от 0,12 
(США) до 370 (Турция) случаев на 100 000 жи-
телей, в связи с эмиграцией уровень заболевае-
мости в Европе также растет [21]. Согласно кри-
териям Международного Сообщества Болезни 
Бехчета (International Society for Behçet’s Disease, 
ICBD) офтальмологические поражения встреча-
ются в 53,7% случаев болезни (передний увеит 
38,8%, задний увеит 36,9% и ретинальный васку-
лит у 23,5%), что составляет более половины всех 
выявленных случаев в исследовании ICBD [21]. 

В связи с тем, что иммунопатологические на-
рушения, лежащие в основе описанных выше ау-
тоиммунных заболеваний, требуют дальнейшего 
изучения, в настоящий момент не представля-
ется возможным точно прогнозировать течение 
болезни глаз, возможные осложнения и исхо-
ды. Лечение аутоиммунных болезней глаз пред-
ставляет собой сложную задачу, включая в себя 
купирование основного заболевания и местную 
терапию органа зрения. Для достижения наилуч-
ших результатов лечения как глазных, так и си-
стемных проявлений подход к лечению должен 
быть мультидисциплинарным. Однако в настоя-
щий момент офтальмологи редко привлекаются 
к лечению системных патологий и курация таких 
пациентов остается полностью в ведении ревма-
тологов. В то же время первичное исследование 
органа зрения позволяет с помощью неинвазив-
ных методик выяснить морфологию заболевания 
(к примеру, преципитаты среднего размера при 
гранулематозном увеите при саркоидозе), пред-
положить предварительный диагноз, течение и 
прогнозы основного заболевания.

Синдром сухого глаза как аутоиммунный про-
цесс и осложнение сахарного диабета 1-го типа

Синдром сухого глаза (сухой кератоконъюн-
ктивит) – одно из самых распространенных за-
болеваний офтальмологического профиля. По 
разным подсчетам этой болезнью страдает от 5 
до 35% людей во всем мире. При данной пато-
логии основными жалобами пациента являются 
дискомфортные ощущения в глазах (боль, по-
щипывание, покалывание, зуд, усталость глаз) 
и/ или слезотечение. Симптомы усиливаются при 
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длительном напряжении глаз без частых морга-
ний (работа за компьютером, чтение, просмотр 
телевизора) либо в ветреных, холодных или сухих 
помещениях. Предполагаемые патогенетические 
механизмы болезни включают гиперосмоляр-
ность слезной пленки и воспаление поверхности 
глаза и слезной железы. ССГ клинически под-
разделяется на два подтипа: один с пониженной 
секрецией слезы (ССГ с дефицитом воды) и один 
с повышенным испарением слезы (ССГ с гипер-
ревапорацией) [27]. 

Слезная пленка – это секрет нескольких де-
сятков желез, который омывает глаз и создает 
стойкую пленку на его поверхности, выполня-
ющую оптическую, трофическую и защитную 
функции. Первоначально предполагалось, что 
развитие ССГ связано только с уменьшением 
объема продукции слезной жидкости, и именно 
поэтому термин «сухой глаз» отражал суть про-
цесса и соответствовал жалобам пациентов. В по-
следующих многочисленных исследованиях было 
показано многообразие этиологических факто-
ров возникновения ССГ. Это, в первую очередь, 
блефариты и блефароконъюнктивиты, при кото-
рых объем водного компонента слезной пленки 
не уменьшается, а нестабильность слезной плен-
ки может быть обусловлена нехваткой липидов 
или муцина, согласно концепции о трехслойной 
структуре глазной пленки Холли и Лемпа [7].

В последние десятилетия стали появляться ра-
боты по выявлению нейропатии малых волокон, 
при которой происходит поражение нервных 
волокон наименьшего диаметра типов А-дельта 
и С. Данное состояние развивается в результа-
те действия метаболических, генетических или 
иммуноопосредованных факторов, в том чис-
ле при различных системных заболеваниях [1]. 
Патогенетической основой поражения нервных 
волокон малого диаметра принято считать си-
стемное цитокин-опосредованное воспаление. 
При иммуноопосредованных нейропатиях от-
мечается повышение концентрации в перифе-
рических тканях таких цитокинов, как IL-1β, 
IL-6, IL-8 и TNFα, что не позволяет исключить 
аутоиммунный генез данного осложнения. Было 
сделано предположение, что нервные волокна 
роговицы малого диаметра, снижение их плот-
ности в эпидермисе или нарушение морфологии 
могут составлять патофизиологическую основу 
синдрома сухого глаза либо быть его осложне-
нием. International Dry Eye WorkShop определил 
заболевание сухого глаза как расстройство слез-
ной функциональной единицы (СФЕ), включа-
ющей слезные железы, поверхность глаза (ро-
говица, конъюнктива и мейбомиевы железы) и 
веки, а также иннервирующие их сенсорные и 
двигательные нервы [29]. Важной частью СФЕ в 
поддержании регуляции выделения слезы явля-
ется роль, которую играют сенсорные импульсы 
с поверхности глаза. Болезнь или повреждение 

любого компонента СФЕ (афферентные чув-
ствительные нервы, эфферентные вегетативные 
и двигательные нервы и слезные железы) могут 
дестабилизировать слезную пленку и привести к 
заболеванию глазной поверхности, которое про-
является в виде ССГ [15]. 

Изучение нейропатии малых волокон приоб-
рело актуальность менее 30 лет назад [12], в связи 
с этим существует малое количество публика-
ций касательно данной проблемы. Были найде-
ны некоторые исследования, показавшие, что 
гипосекреция слез может привести к снижению 
чувствительности роговицы [37], в то время как 
другие исследования показали повышение чув-
ствительности роговичных нервов [17] на суб-
базальной стороне роговицы. Большинство ис-
следований наблюдали значительное снижение 
плотности суббазального нерва у пациентов с 
синдромом Шегрена и изолированным синдро-
мом сухого глаза по сравнению с контрольной 
группой, что коррелирует с описываемыми жало-
бами этих пациентов [17]. Однако в нескольких 
исследованиях Zhang и соавт. не было отмече-
но различий в плотности суббазального нерва, 
но выявили патологическую морфологию нерва 
(наличие нервных отростков, аномальную изви-
листость, образование «бусинок» и истончение 
пучков нервных волокон). Исследовательская 
группа связала это с попыткой регенерации рого-
вичных нервов, предположительно после дегене-
рации нерва у пациентов с сухим глазом. 

Известно, что поврежденные нервы развива-
ют гиперчувствительность (гипералгезию) или 
становятся источником самопроизвольных алло-
диний, объясняющих гипералгезию у некоторых 
пациентов с ССГ и расхождения в результатах 
различных исследований, отмеченных ранее. Од-
нако корреляция между тяжестью течения ССГ 
и изменением плотности и морфологии субба-
зального нерва остается открытым вопросом. 
В недавнем исследовании Labbe и соавт. показа-
ли значительную корреляцию между тяжестью 
ССГ, плотностью суббазального нерва и чувстви-
тельностью роговицы. Данное исследование по-
казало, что ответ пациентов данной группы на 
лечение может зависеть от индивидуальной плот-
ности и вариабельности суббазального нерва па-
циента. Пациенты с плотностью суббазального 
нерва, близкой к нормальной, показали лучший 
ответ на терапию ССГ.

Таким образом, результаты различных ис-
следований у пациентов с ССГ предполагают, 
что плотность и морфология роговичного нерва 
в патогенезе синдрома сухого глаза как аутоим-
мунного процесса играет ведущую роль. Несоот-
ветствие между клинической картиной и резуль-
татами исследований, а также прогрессирование 
болезни, связанные с потерей чувствительности 
роговицы, возникновение эрозий и язв, могут 
быть объяснены повреждением нервных оконча-
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ний роговицы из-за первичных воспалительных 
процессов. С другой стороны, гипосекреция слез 
при сухости глаз может привести к патологиче-
ским изменениям в роговичных нервах и к сни-
жению чувствительности роговицы, вследствие 
чего ССГ приобретает хроническое течение. 

Синдром сухого глаза часто сопровождает та-
кое аутоиммунное заболевание, как сахарный 
диабет 1-го типа. Диабетические нейропатии 
имеют разнообразную клиническую картину, за-
трагивая различные структуры нервной системы, 
и разнообразные клинические проявления. По 
распространенности они могут быть очаговы-
ми или диффузными, но наибольшую встречае-
мость среди них имеют хронические сенсомотор-
ные дистальные симметричные полиневропатии 
и вегетативные невропатии. В исследовании 
«Эпидемиология диабетического вмешатель-
ства и осложнений» (EDIC) [24] было показано, 
что пациенты с СД1 имели аномально глубокие 
сухожильные рефлексы, у них отмечались нару-
шения вегетативной регуляции и чувства вибра-
ции, измеренные с помощью биоэстезиометра. 
Основное внимание в связи с последствиями 
повреждения нервных волокон при диабете уде-
лялось потере чувствительности в ступнях, пред-
располагающей к развитию диабетических язв 
на стопах и ведущее к развитию «диабетической 
стопы» и ампутациям нижних конечностей, од-
нако роговица из-за большего скопления малых 
волокон в ней раньше подвержена дистрофиче-
ским процессам, а значит, ее исследование может 
использоваться как маркер раннего повреждения 
нервных волокон малого диаметра [24]. На фоне 
описанных выше механизмов может быстрее раз-
виваться синдром сухого глаза и дальнейшие де-
генеративные процессы, угрожающие зрению. 
В современной литературе появляется все больше 
и больше сведений по исследованию нейропатии 
волокон роговицы для количественной оценки 
диабетической невропатии. С помощью исполь-
зования конфокальной микроскопии роговицы 
было продемонстрировано снижение плотности 
суббазального нерва роговицы и увеличение из-
вилистости волокон при диабете, коррелирую-
щие со стадией или степенью тяжести перифери-
ческой невропатии [24]. 

В недавнем исследовании была также проде-
монстрирована корреляция между потерей рого-
вичных нервных волокон и тяжестью диабетиче-
ской ретинопатии [26] при СД1. Можно сделать 
вывод, что определение плотности и морфологии 
роговичных волокон с помощью конфокальной 
микроскопии имеет умеренно высокую спец-
ифичность для диагностики не только ССГ, но-
сящего, вероятнее всего, аутоиммунный характер 
при СД1, но и для диагностики основных ослож-
нений сахарного диабета, в том числе таких, как 
ретинопатия.

В контексте проблемы сухого глаза стоит кра-
тко упомянуть некоторые исследования, посвя-
щенные изучению данной патологии в рамках 
первичного синдрома Шегрена, так как данная 
болезнь, так же как и диабет 1-го типа, относит-
ся к классическим аутоиммунным заболевани-
ям [10]. В исследовании Tuominen и соавт. были 
получены следующие результаты: использова-
лась конфокальная микроскопия in vivo со сквоз-
ной фокусировкой для изучения морфологии 
роговицы и измерения толщины подслоя рого-
вицы. Суббазальные пучки нервных волокон по-
казали патологическую морфологию, а толщина 
центральной роговицы была уменьшена за счет 
истончения стромы [38], также в работе Tuisku и 
соавт. наблюдали изменения в морфологии нерва 
у пациентов с первичным синдромом Шегрена в 
сравнении с контрольной группой: конусоподоб-
ные структуры роста нервов наблюдались у 20% 
пациентов [36]. Полученные данные совпадают 
с информацией, полученной при исследованиях 
синдрома сухого глаза при диабете 1-го типа, что 
также может служить косвенным подтверждени-
ем аутоиммунного патогенеза обсуждаемой пато-
логии глаз.

Лечение синдрома сухого глаза на первый 
взгляд не представляет трудностей, включая 
в себя препараты натуральной слезы различ-
ной длительности действия. Однако, если роль 
НМВ в патогенезе ССГ будет доказана, то под-
ход к терапии пациентов данной группы должен 
стать системным. Существуют исследования, 
указывающие на положительный эффект при 
лечении нейропатической боли трициклически-
ми антидепрессантами и антиконвульсантами, 
также при выраженном болевом эффекте могут 
быть использованы инъекции лидокаина и кап-
саицина [1]. Работ, описывающих лечение ССГ 
как нейродистрофический процесс с преимуще-
ственным поражением нервов роговицы, найде-
но не было. 

Увеит как аутоиммунный процесс при саркоидозе
Увеиты – наиболее частая форма осложне-

ний аутоиммунных болезней, представляющая 
собой воспаление сосудистой оболочки глаза, 
однако механизмы воспалительного процесса, 
непосредственно патогенез болезни, как ауто-
иммунного процесса, в настоящий момент из-
учены недостаточно. Считается, что первичными 
антигенами, способными запускать процессы ау-
тоиммунного воспаления при увеитах, могут яв-
ляться как собственно аутоантигены тканей глаза 
(S-антиген, родопсин и др.), так и мимикрирую-
щие эпитопы, то есть белки микробного проис-
хождения, обладающие перекрестной реактив-
ностью с увеаретинальными антигенами [41]. 
Клоны аутореактивных к тканям глаза клеток 
представлены лимфоцитами двух типов – ауторе-
активными Т- и В-клетками [13, 41]. В индукции 
начальных стадий аутоиммунного увеита особую 
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роль играют CD4+Т-лимфоциты, взаимодей-
ствие которых с В-лимфоцитами обеспечивает в 
конечном итоге инициацию синтеза высокоаф-
финных антиувеальных аутоантител, в период же 
активного увеита концентрация Т-хелперов в пе-
риферической крови увеличивается, а соотноше-
ние СD4+/ CD8+ (иммунорегуляторный индекс), 
оказывается выше нормы [13]. Мишенями для 
Т-клеток становятся либо названные выше соб-
ственные аутоантигены тканей глаза и мимикри-
рующие эпитопы микробного происхождения, 
либо идиотипические детерминанты V-области 
молекулы аутоантител [8]. Далее образованные 
иммунные комплексы, в состав которых вхо-
дят и аутоантитела, и первичный аутоантиген, и 
также идиотопы, начинают поглощаться высо-
коспециализированными антигенпрезентирую-
щими клетками (АПК) с последующей презен-
тацией аутореактивным Т-лимфоцитам. Такие 
Т-лимфоциты, приобретая специфичность в от-
ношении соответствующих идиотипов, взаимо-
действуют с В-клетками, в результате чего проис-
ходит продукция антиувеальных аутоантител [8]. 
Значимость данной модели патогенеза аутоим-
мунного увеита в том, что она предлагает вариант 
скрининга болезни на доклинической стадии, 
так как при индукции аутоиммунного конфликта 
в сыворотке крови появляются первично IgM, а 
затем IgG, направленные против увеаретиналь-
ной ткани либо против определенных микроб-
ных белков. Также по нагрузке T-хелперов можно 
прогнозировать клиническое течение увеита. По 
мере снижения воспаления процентное содержа-
ние CD4+T-клеток снижается, а иммунорегуля-
торный индекс стремится к норме [4], что может 
служить основанием для офтальмолога сменить 
медикаментозную терапию, обоснованную пато-
генетически.

По этиологии увеиты классифицируются на 
инфекционные или экзогенные (туберкулез, 
герпес, токсоплазмоз), что является редкостью в 
развивающихся странах, и неинфекционные или 
эндогенные. Причины эндогенных увеитов могут 
быть аутоиммунными либо идиопатическими, то 
есть протекать как самостоятельный процесс, а 
не внутри системного заболевания. Часто увеит 
оказывается первым проявлением системных бо-
лезней и, следовательно, может иметь ключевое 
значение для ранней диагностики болезни [4]. 
Дебют с увеита особенно характерен для такого 
заболевания, как саркоидоз. 

Клиническая картина при саркоидном увеите 
в целом не отличается от картины острого уве-
ита при любом другом системном заболевании 
и включает в себя слезотечение, светобоязнь, 
гиперемию и боль в глазном яблоке. Но так как 
саркоидоз – это само по себе гранулематозное 
заболевание, то и в глазу при исследовании на 
щелевой лампе можно увидеть гранулематозные 
роговичные крупные преципитаты по типу «ба-

раньего жира», распределенные более плотно к 
периферии роговицы.

По анатомической классификации можно 
выделить передние увеиты (ириды и иридоци-
клиты), промежуточные либо периферические 
и задние увеиты, также панувеиты, при которых 
в воспалительный процесс вовлечена вся со-
судистая оболочка [5]. Передний увеит диагно-
стируется в дебюте саркоидоза у трети больных, 
немного реже встречается промежуточная форма 
увеита, задний увеит и панувеит. Наиболее часто 
передний увеит встречается в составе так называ-
емой увеапаротидной лихорадки, известной как 
синдром Хеерфордта–Вальденстрема, который 
сам по себе является довольно редким острым 
проявлением системного саркоидоза. Симпто-
мы могут быть как полными классическими, т.е. 
двустороннее поражение околоушных желез и 
двусторонний передний увеит, так и неполны-
ми (чаще односторонний передний увеит при 
двустороннем поражении желез). В описании 
клинического случая Ramachandran и соавт. со-
общается о редком изолированном поражении 
правого глаза в виде переднего увеита и расши-
рением правой околоушной железы у женщины 
европеоидной расы. Случаи изолированных по-
ражений глаз в виде переднего увеита как един-
ственного проявления саркоидоза в различных 
источниках обнаружены не были.

В исследовании Coulon и соавт. была пред-
ставлена зависимость возникновения увеитов 
различных отделов глаза в связи с этнической 
принадлежностью. В исследование были вклю-
чены три этнические группы: европейцы, севе-
роафриканцы и афрокарибцы. Так, передний 
увеит чаще встречался у афрокарибов (59,1%), 
тогда как у европейцев чаще встречался проме-
жуточный увеит. Также, глазное вовлечение было 
двусторонним в 77,8% случаев, и почти половина 
пациентов при дальнейшем прогрессировании 
болезни имела панувеит (48,5%). Опираясь на 
изложенные выше данные, можно говорить об 
этнических различиях в отношении клинических 
проявлений увеита [18], также было установле-
но, что в 72,7% случаев зрение восстановилось 
полностью в группе афрокарибцев, а в двух дру-
гих этнических группах этот процент был значи-
тельно ниже. Можно полагать, что имела место 
быть определенная генетическая составляющая, 
играющая роль в прогнозировании течения как 
саркоидного увеита, так и саркоидоза в целом. 

В таблице 1 приведены основные выявленные 
в различных работах гены HLA, при которых об-
наруживались внелегочные проявления сарко-
идоза, также синдром Лефгрена, характеризую-
щийся внутригрудной лимфаденопатией, острым 
артритом, поражением кожи и глаз.

На основе анализа вышеизложенных работ, 
можно говорить о том, что носительство гена 
HLA-DRB1*03, 15, а также HLA-B08 может пред-
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полагать развитие у пациента как глазных ослож-
нений, так и саркоидоза в целом при воздействии 
неопределенных триггеров либо условий окружа-
ющей среды. Также стоит отдельно отметить ал-
лель 01 гена HLA-DRB1, носящий протективный 
эффект, играющий немаловажную роль в защит-
ном действии в отношении саркоидоза. Однако, 
несмотря на многочисленные работы в области 
генетики, до сих пор невозможно предсказать, 
будет ли наличие того или иного гена служить ос-
нованием для утверждения, что у носителя разо-
вьется саркоидоз, а тем более его такое внелегоч-
ное осложнение, как увеит.

Увеит как аутоиммунный процесс при болезни 
Бехчета

Иначе дело обстоит с увеитом при болезни 
Бехчета (ББ), который является одним из обя-
зательных проявлений данной патологии. Это 
заболевание также называется болезнью Шел-
кового пути, так как наибольшая ее распростра-
ненность отмечается в странах, расположенных 
на маршруте древнего торгового пути. Известно, 
что в странах Среднего Востока среди больных 
преобладают мужчины, в то время как в Японии 
и Корее чаще заболевают этой болезнью жен-
щины [34], а в европейских странах диагности-

ТАБЛИЦА 1. ОСОБЕННОСТИ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ФОРМАХ САРКОИДОЗА 
ЛЕГКИХ
TABLE 1. GENETIC PREDISPOSITION IN VARIOUS CLINICAL MANIFESTATIONS OF PULMONARY SARCOIDOSIS

Имя первого автора, год
First author name, year

Болезнь
Disease

Генотипы
Genotypes

Количество больных/
общее количество 
пациентов (N/n), %

Number of patients / total 
number of patients (N/n), %

Бревертон Д.А., 1977
Brewerton D.A., 1977

Острая форма 
саркоидоза

Acute form of sarcoidosis
Артриты
Arthritis HLA-B08

8/65, 12%

Увеит
Uveitis 45/65, 69,2%

Узловатая эритема
Erythema nodosum 12/65, 18,5%

Берлин М., 1997
Berlin M., 1997
Богуния-Кубик К., 2001
Bogunia-Kubik K., 2001

Острая форма 
саркоидоза, 

благоприятное 
течение, внелегочные 

проявления
Acute sarcoidosis, favora-
ble course, extrapulmonary 

manifestations

HLA-DRB1*03 122/250, 48,8%

Планк А., 2002
Plunck A., 2002

Хроническое 
течение саркоидоза, 

внелегочные 
проявления, 

благоприятный прогноз
Chronic course of sar-

coidosis, extrapulmonary 
manifestations, favorable 

prognosis

HLA-DRB1*15
HLA-DQB1*0201 67/138, 48,5%

Фолей, 2001
Foley, 2001
Кишор, 2013
Kishore, 2013
Моллер, 2017
Moller, 2017

Синдром Лефгрена
Lefgren’s syndrome

HLA-DRB1*01/04
HLA-B08

HLA-DRB1*03:01
–

Грюнвальд, 2010
Grunewald, 2010

Синдром Лефгрена
Lefgren’s syndrome

HLA-DRB1*01 – 
протективный эффект

HLA-DRB1*01 – 
protective effect
HLA-DRB1*03

302/754, 40,0%
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рование подобной патологии является довольно 
исключительным и редким случаем, что свиде-
тельствует об определенной этнической и гене-
тической предрасположенности.

Патогенез заключается в развитии аутоим-
мунного васкулита иммунокомплексной при-
роды. В качестве движущей силы активации 
Т-клеток выступают несколько антигенов, такие 
как белки herpes simplex virus, HSP (heat shock 
protein), çB- crystallin. Касательно глаз это также 
S-антиген, как и при саркоидозе, что опосредо-
ванно указывает на общность аутоиммунного па-
тогенеза увеита при описываемых болезнях. Уве-
личение количества CD4+T-клеток и дальнейшее 
увеличение продукции CD8+T-клетками провос-
палительных цитокинов c вовлечением в про-
цесс аутоантител, таких как антиэндотелиальные 
клетки (AECA), антилимфоцитарные и антикар-
диолипиновые антитела, обуславливает воспали-
тельную реакцию в сосудах [14]. Хотя ББ не обла-
дает признаками классического аутоиммунного 
заболевания, в некоторых работах сообщается о 
В-клеточной активности, таких как повышенная 
спонтанная секреция иммуноглобулина [40].

У 100% больных обнаруживаются рециди-
вирующие афтозные язвы слизистой оболочки 
полости рта, слизистой оболочки губ, задней 
стенки глотки, мягкого неба, языка; поражения 
кожи в виде узелковой эритемы, псевдофоллику-
лита, папулопустулезных или акнеподобных вы-
сыпаний. Поражения глаз в виде двустороннего 
переднего и (или) заднего увеита встречаются у 
75-80% больных и у 1/3 пациен тов предшествуют 
манифестации системных симптомов. Как и при 
саркоидозе, при исследовании на щелевой лам-
пе на роговице могут наблюдаться преципитаты, 
однако в отличие от гранулематозного увеита при 
саркоидозе для негранулематозного увеита при 
болезни Бехчета преципитаты будут иметь вид 
так называемой «пыли» на внутренней поверхно-
сти роговицы. Больные жалуются на затуманен-
ность зрения и плавающие «точки» перед глаза-
ми. Также характерно снижение внутриглазного 
давления и визуса в случае заднего увеита при во-
влечении в воспалительный процесс фовеальной 
либо парамакулярной областей [9].

Не так давно была обнаружена достоверная 
генетическая связь развития патологии глаз с 
HLA-B51 антигеном. В исследовании Mizuki и 
соавт. было изучено влияние HLA-B51 на каж-
дое клиническое проявление пациентов с болез-
нью Бехчета. Пациенты, которые соответствова-
ли международным критериям болезни Бехчета 
(ICBD) и установлено имели антиген HLA-B51, 
были отобраны и проанализированы. В результа-
те исследования 3044 пациентов распространен-
ность отдельных проявлений составила 98,5% для 
изъязвления полости рта, 85,5% для поражения 

кожи, 42,1% для поражения глаз, 69,1% для изъяз-
вления половых органов и 29,0% для желудочно-
кишечного симптома. Среди всех анализируемых 
случаев до 95% больных имели более высокий 
риск поражения глаз и более низкий риск пора-
жения половых органов и желудочно-кишечного 
тракта. Никаких существенных различий при во-
влечении других органов у HLA-B51 позитивных 
пациентов не наблюдалось [22]. Существует так-
же множество исследований, подтверждающих 
прямую связь между носительством HLA-B51 
антигена и поражением глаз, в связи с этим HLA-
типирование должно быть неотъемлемой частью 
диагностики увеита при болезни Бехчета.

Лечение аутоиммунного увеита при любой си-
стемной патологии представляет собой сложную 
задачу, подход в лечении должен быть разносто-
ронним и обязательно проходить при участии 
как офтальмолога, так и врачей других специаль-
ностей, так как зачастую излечение системной 
патологии приводит к выздоровлению всех по-
раженных органов. К сожалению, это не всегда 
так, поэтому наиболее распространенным меди-
каментозным лечением увеитов на сегодняшний 
день является применение местных глюкокор-
тикостероидов. Однако, по наблюдению многих 
клиницистов, терапевтическая эффективность 
стероидов высока при лечении острого увеита, 
при хронизации процесса она составляет 50% и 
обеспечивает лишь частичную нестойкую ремис-
сию на 2-3 недели [9]. Стероиды используют в 
форме капель, а также субконъюнктивальных и 
иногда интравитреальных инъекций. При соче-
танном использовании стероидов и цитостати-
ков (азатиоприн, циклоспорин) возможно дости-
жение более стойкой ремиссии, эффективность 
терапии в данном случае составляет 75-80% [32]. 
Также к настоящему времени накоплен немалый 
опыт в использовании препарата ФНО-альфа (ин-
фликсимаб). Клинические испытания инфлик-
симаба показали положительные результаты при 
лечении увеитов при болезни Бехчета, преиму-
щественно задних [3]. Одним из иммуносупрес-
сантов, полученных в последние годы, является 
FTY 720, который ослабляет тяжесть и интенсив-
ность аутоиммунного увеита. Препарат снижает 
сывороточный уровень аутоантител к S-антигену 
и подавляет пролиферацию антиген-специфиче-
ских аутореактивных Т-лимфоцитов [28], данное 
лекарство действует патогенетически, согласно 
принятой в последние годы модели заболевания, 
что позволяет надеяться на положительный тера-
певтический эффект при его применении. 

Заключение
В ходе анализа были показаны различные ис-

следования, демонстрирующие возможную ау-
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тоиммунную природу таких глазных патологий, 
как увеит и синдром сухого глаза при таких за-
болеваниях, как сахарный диабет первого типа, 
саркоидоз, болезнь Бехчета. Несмотря на про-
водимые исследования, в изучении патогенеза и 
назначении терапии при данных заболеваниях 
остается много нерешенных вопросов, в связи с 
чем вопрос офтальмологических осложнений ау-
тоиммунных заболеваний требует дальнейшего 
изучения.

При проведении анализа литературы не было 
обнаружено единых критериев оказания помо-
щи больным офтальмологического профиля с 
описанными патологиями. Их дальнейшая раз-
работка может способствовать корректировке 
принципов оказания медицинской помощи для 
улучшения качества лечения и качества жизни 
пациентов.

Авторы заявили об отсутствии потенциально-
го конфликта интересов.
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АНАЛИЗ РЕГУЛЯТОРНЫХ T-ЛИМФОЦИТОВ ПРИ 
ГРИБКОВЫХ ИНФЕКЦИЯХ
Попов С.В.1, Шмельков И.Ю.1, Хайдуков С.В.2
1 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов», Москва, Россия  
2 ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия

Резюме. Показатели заболеваемости и смертности при инвазивных микозах предопределяют необ-
ходимость совершенствования методов их своевременной диагностики с оценкой иммунного статуса 
пациентов. Оценка иммунного статуса пациента позволяет клиницисту прогнозировать развитие и 
течение грибковых инфекций. В то же время выявление условно-патогенного микоза у пациента без 
иммунодефицита должно определять необходимость поиска скрытого иммунного дефекта. Опреде-
ление причины таких иммунодефицитов может способствовать выработке эффективной стратегии 
как этиотропной, так и иммунной терапии пациентов с инвазивными микозами. В настоящее вре-
мя функции регуляторных Т-лимфоцитов, поддерживающих иммунологическую толерантность, при 
грибковой инфекции продолжают оставаться не полностью изученными. В представленном обзоре 
продемонстрированы данные исследований на экспериментальных моделях, свидетельствующие о 
том, что регуляторные Т-лимфоциты способны подавлять иммунные ответы на грибки посредством 
стимулирования иммуносупрессивной среды. Определено, что регуляторные Т-лимфоциты исполь-
зуют Toll-like рецептор 2 для достижения иммуносупрессии при кандидозных инфекциях. Баланс 
количества и функции регуляторных Т-лимфоцитов имеет существенное значение для элиминации 
грибковых патогенов и защиты от постинфекционных иммунопатологических состояний. Установле-
но, что регуляторные Т-лимфоциты обеспечивают защиту на ранней стадии кандидозной инфекции, 
когда в результате подавления интерлейкина 2 (IL-2) они усиливают дифференцировку T-хелперов 17 
(Th17) и клиренс грибка. При этом на более поздних стадиях инфекции регуляторные Т-лимфоциты 
оказывают ингибирующий эффект. Баланс между Th17 и регуляторными Т-лимфоцитами в сли-
зистой оболочке признан основным фактором для разграничения комменсального носительства и 
инфекции Candida albicans. Представлены результаты исследования, свидетельствующие о том, что 
при диссеминированном кандидозе экспансия регуляторных Т-лимфоцитов стимулирует Th17-
клеточный ответ, управляющий течением заболевания. Механизмы, контролирующие гомеостаз ре-
гуляторных Т-лимфоцитов, являются основными для обеспечения эффективной защиты от патоге-
нов, а также для контроля иммунопатологических состояний, связанных с кандидозной инфекцией. 
В обзоре представлены данные, позволившие установить роль трансформирующего фактора роста 
бета 1 (TGF-β1) в повышении жизнеспособности регуляторных Т-лимфоцитов, что соотносится с 
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выраженной иммуномодулирующей ролью этих клеток во время более поздней фазы кандидозных 
инфекций слизистой оболочки. Продемонстрированы также данные о том, что во время криптокок-
ковой инфекции индуцируются легочные регуляторные Т-лимфоциты, которые преимущественно 
подавляют T-хелперы второго типа (Th2), поддерживая тем самым ее течение. Экспансия регулятор-
ных Т-лимфоцитов при введении комплекса интерлейкина 2/ антител к интерлейкину 2 (IL-2/анти-
IL-2) во время криптококковой инфекции приводила к снижению выработки иммуноглобулина E 
(IgE) и уменьшению аллергического воспаления дыхательных путей. Необходимо отметить, что уточ-
нение прогностического значения регуляторных Т-лимфоцитов при грибковой инфекции у человека 
может стать основой для разработки основных принципов адресной иммунотерапии.

Ключевые слова: регуляторные Т-лимфоциты, цитотоксический Т-лимфоцитарный антиген 4 (CTLA-4), Th17, 
интерлейкины, Toll-like рецептор (TLR), грибковые инфекции, кандидоз

ANALYSIS OF REGULATORY T LYMPHOCYTES IN FUNGAL 
INFECTIONS
Popov S.V.a, Shmelkov I.Yu.a, Khaidukov S.V.b
a Peoples Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation  
b M. Shemyakin and Yu. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 
Russian Federation

Abstract. Morbidity and mortality rates in invasive mycoses determine the need to improve methods for 
their timely diagnosis by assessment the patients’ immune status. Evaluation of individual immune status 
allows the clinician to predict the development and course of fungal infections. At the same time, identification 
of opportunistic mycosis in immunocompetent patients should require a search for some hidden immune 
deficiency. Determining the cause of such immune defects can help develop an effective strategy for both 
etiotropic and immune therapy of patients with invasive mycoses. Currently, the functions of regulatory 
T lymphocytes that support immunological tolerance in fungal infections remain to be incompletely studied. In 
this review, we present experimental works which suggest that the regulatory T lymphocytes are able to suppress 
immune responses to fungi by stimulating the immunosuppressive environment. It was shown that regulatory 
T lymphocytes use Toll-like receptor 2 to achieve immunosuppression in Candida infections. The balance 
between the number and function of regulatory T lymphocytes is essential for elimination of fungal pathogens 
and protection against post-infectious immunopathological conditions. It was found that the regulatory 
T lymphocytes provide protection at an early stage of Candida infection, since, due to IL-2 suppression, they 
enhance Th17 differentiation and clearance of fungi. Moreover, at the later stages of infection, the regulatory 
T lymphocytes have an inhibitory effect. The balance between Th17 and regulatory T lymphocytes in mucosal 
lining is considered the main factor for distinguishing between commensal carriage and Candida albicans 
infection. The study is presented which indicate that disseminated candidiasis associated with expansion 
of regulatory T lymphocytes stimulates a Th17-cell response that controls the course of the disease. The 
mechanisms that control regulatory T lymphocytes homeostasis are essential for providing effective protection 
against pathogens, as well as for controlling the immunopathological conditions associated with Candida 
infection. The review presents data that have established the role of TGF-β1 in increasing the viability of 
regulatory T lymphocytes, which is correlated with the pronounced immunomodulating role of these cells at the 
later phase of Candida infections of the mucous membrane. It has been also demonstrated that the pulmonary 
regulatory T lymphocytes are induced during cryptococcal infection, which predominantly suppresses Th2 cells, 
thereby supporting its course. Expansion of the regulatory T lymphocytes upon administration of IL- 2/ anti-
IL-2 complex during cryptococcal infection led to a decrease in IgE production and a decrease in allergic 
airway inflammation. It should be noted that refinement of prognostic value of the regulatory T lymphocytes in 
human fungal infections may substantiate the basic principles of targeted immunotherapy.

Keywords: Treg, FoxP3, CTLA-4, Th17, interleukins, Toll-like receptors (TLR), fungal infections, candidiasis
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Введение
Грибковые инфекции с осложнениями, пред-

ставляющими угрозу жизни, развиваются в ос-
новном у пациентов с иммуносупрессией [42]. 
Увеличение числа таких пациентов, регистриру-
ющееся в настоящее время, обуславливает при-
стальное внимание клиницистов к проблеме 
инвазивного микоза, как одной из основных при-
чин заболеваемости и смертности у данной кате-
гории больных [15, 50]. Согласно современным 
данным, ежегодно в мире регистрируют 3 млн 
случаев хронического и 0,25 млн инвазивного 
легочного аспергиллеза, 0,22 млн криптококко-
вого менингита, осложняющего синдром при-
обретенного иммунодефицита (СПИД), 0,7 млн 
пациентов с инвазивным кандидозом и 0,1 млн с 
диссеминированным гистоплазмозом [11]. Рас-
пространенность инвазивного кандидоза в Рос-
сийской Федерации составляет 8,29 на 100 000 
населения, причем ежегодно возникает 11840 
случаев заболевания [1]. 

Высокие показатели заболеваемости и смерт-
ности вследствие инвазивных микозов определя-
ют необходимость улучшения методов их свое-
временной диагностики с оценкой иммунного 
статуса пациентов. Известно, что система врож-
денного иммунитета человека способна распоз-
навать ключевые компоненты грибковых клеток, 
что приводит к серии сигнальных каскадов, об-
уславливающих адаптивные иммунные реакции. 
Однако в ряде случаев эти защитные механизмы 
могут оказаться недостаточно эффективными, 
особенно у пациентов с первичными или вто-
ричными иммунодефицитами. Поэтому своев-
ременная оценка иммунного статуса пациента 
позволяет клиницисту прогнозировать течение 
грибковых инфекций. С другой стороны, выявле-
ние условно-патогенного микоза у пациента без 
явной иммунокомпрометации должно опреде-
лять необходимость поиска скрытого иммунно-
го дефекта. Определение причины таких имму-
нодефицитов может способствовать выработке 
эффективной стратегии как этиотропной, так и 
иммунной терапии пациентов с инвазивными 
микозами [15, 19, 56]. Поэтому необходимо про-
должение поиска прогностических показателей 
при оценке иммунного статуса для улучшения 
результатов терапии инвазивных микозов.

Современные возможности проточной ци-
тофлюориметрии при оценке иммунного стату-
са позволили уточнить иммунопатогенез ряда 
инфекционных заболеваний. В частности, было 
исследовано значение активированных лимфо-

цитов, регуляторных Т-лимфоцитов (Тreg), суб-
популяций натуральных киллеров (NK) [3]. Под-
тверждена важность иммунофенотипирования 
лимфоцитов с анализом их малых субпопуляций 
и пулов активированных клеток [3]. Изучение в 
динамике изменений субпопуляций лимфоцитов 
может представлять интерес в процессе диагно-
стики, для прогноза течения и контроля эффек-
тивности терапии инфекционных заболеваний. 

Механизмы активности и роль в противоинфек-
ционном иммунитете регуляторных Т-лимфоцитов

Иммуносупрессия при инфекционных за-
болеваниях может быть частично обусловлена 
Тreg [7, 21, 24, 31, 43, 44]. Установлено, что фено-
тип Тreg – CD3+CD4+CD25brightCD45R0+CD95+. 
Регулирующий ген для развития и функциониро-
вания CD4+CD25highТreg скурфин (FoxP3) являет-
ся маркером для их идентификации [20, 25, 45]. 

Механизм супрессорной активности Тreg свя-
зан с деструкцией метаболизма [2, 47]. Вслед-
ствие присутствия CD25, Treg способны связы-
вать интерлейкин 2 (IL-2), подавляя активацию 
других T-клеток. Тreg могут потреблять IL-2 без 
активации иммунной функции и при этом пре-
дотвращать активацию других T-клеток. Из-за 
наличия на клеточной поверхности Treg экто-
энзимов CD39 и CD73, они способствуют по-
давлению клеток посредством продукции вне-
клеточного аденозина из аденозинтрифосфата, 
являющегося важной эндогенной сигнальной 
молекулой иммунитета и воспаления [2]. Необ-
ходимо отметить, что внеклеточный аденозин-
трифосфат является сигналом опасности и хе-
моаттрактантом для лимфоцитов, обуславливая 
провоспалительный ответ [2, 13]. Тreg контроли-
руют созревание дендритных клеток, определяя 
взаимодействие через CD80/86 и CTLA-4. Опре-
делено, что CTLA-4 (CD152) экспрессируется в 
высокой плотности Treg, подавляя иммунный 
ответ [2, 61]. Известно также, что CTLA-4 связы-
вает молекулы CD80 (B7-1) и CD86 (B7-2) с более 
высокой аффинностью чем CD28, обуславливая 
ингибирование второго сигнала, необходимого 
для активации иммунного ответа [2, 49]. Консти-
тутивная экспрессия CTLA-4 среди CD4+ клеток 
опосредована, прежде всего, Treg и вовлечена в их 
иммуносупрессорную функцию [2, 41]. Установ-
лено также, что Treg подавляют иммунный ответ 
при апоптозе [2, 39]. При этом механизмы апоп-
тоза используются для формирования репертуара 
T-клеток, их селекции и координации событий, 
приводящих к развитию иммунного ответа в пе-
риферических лимфоидных органах [2, 22]. Treg 
продуцируют ингибирующие цитокины: IL-10, 
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TGF-β, IL-35 и участвуют в регуляции перифе-
рической толерантности к собственным антиге-
нам [2, 48]. 

Известно, что Treg взаимосвязаны с Th17-
клетками. Такая ассоциация возможна при помо-
щи общего индуктора TGF-β. В этих случаях на-
блюдается перекрывание профиля хемокиновых 
рецепторов и экспрессии Th17-связанного фак-
тора транскрипции RORγt [2, 55]. Необходимо 
отметить, что Th17-клетки – это эффекторные 
клетки в защите хозяина против патогенов (в том 
числе Candida albicans) и ряда внеклеточных 
бактерий. В связи с тем, что рецепторы к IL-17 
экспрессируются широким спектром клеток не 
только иммунной системы, но и эпителиальны-
ми, фибробластами, нейтрофилами [29], то после 
активации Th17 возможен массовый клеточный 
ответ. Такой ответ на эффекторные цитокины 
может быть связан со способностью Th17-клеток 
вызывать воспалительный процесс с деструкцией 
тканей [2, 28].

Роль регуляторных Т-лимфоцитов при грибко-
вых инфекциях

Опосредованная регуляторными Т-лимфо ци-
тами иммунная толерантность обеспечивает вы-
живание грибов и их комменсализм в различных 
частях тела человека [8, 32]. Анализ регуляторных 
Т-лимфоцитов может иметь определенное диа-
гностическое значение при грибковых инфек-
циях.

Установлено, что Toll-like рецепторы: TLR2 
и TLR4 играют ключевую роль в распознава-
нии Candida albicans. Кроме этого Netea M.G. и 
соавт. продемонстрировали повышенную вос-
приимчивость мышей с дефицитом TLR4 к дис-
семинированному кандидозу [36]. Определено, 
что сигналы, полученные от TLR2, способству-
ют выработке провоспалительных цитокинов, 
индуцируемых бластоконидией Candida albicans. 
Полученные данные могут свидетельствовать 
о том, что TLR2 принимает участие в защите от 
Candida. Эти результаты подтверждаются тем 
фактом, что TLR2 участвует в распознавании 
зимозана (частицы клеточной стенки дрожжей 
Saccharomyces), что в свою очередь приводит к 
выработке провоспалительных цитокинов [54]. 
В другом исследовании Netea M.G. и соавт. про-
демонстрировали, что TLR2-/-мыши оказались 
устойчивыми к диссеминированной кандидоз-
ной инфекции, что было связано с повышен-
ными хемотаксисом и кандидацидной способ-
ностью TLR2-/-макрофагов. Несмотря на то, что 
продукция провоспалительных цитокинов фак-
тора некроза опухоли (TNF), IL-1α и IL-1β была 

в пределах нормальных значений, высвобожде-
ние IL-10 оказалось серьезно нарушенным у мы-
шей TLR2-/-. Это сопровождалось уменьшением 
на 50% популяции CD4+CD25+Treg. Исследова-
ния in vitro подтвердили, что повышенная выжи-
ваемость Treg-клеток индуцируется агонистами 
TLR2. Негативная роль Treg в ответе системы 
врожденного иммунитета во время диссемини-
рованного кандидоза была подтверждена устой-
чивостью этой инфекции после их истощения. 
Определено, что Candida albicans индуцирует им-
муносупрессию с помощью сигналов, получен-
ных от TLR2, которые обеспечивают увеличение 
продукции IL-10 и выживание Treg. Результаты 
проведенного исследования свидетельствуют о 
том, что отсутствие TLR2 приводит к повыше-
нию устойчивости Candida albicans. Исследова-
тели продемонстрировали, что это обусловлено 
сниженным высвобождением противовоспали-
тельных, но не провоспалительных цитокинов, 
улучшенным привлечением лейкоцитов к месту 
инфекции и кандидацидной активностью, а так-
же уменьшением количества CD4+CD25+Treg. 
Таким образом, был уточнен механизм патогене-
за грибковых инфекций [35].

Известно, что во время острой инфекции Treg 
могут препятствовать активности эффекторных 
Т-клеток, направленной на устранение инфици-
рования. Рецепторы распознавания патогена из 
семейства TLR, экспрессируемые врожденными 
иммунными клетками, имеют решающее значе-
ние для генерации эффективного иммунитета. 
Исследованиями Sutmuller R.P. и соавт. установ-
лено, что субпопуляция CD4+CD25+ Treg у мышей 
с TLR2 была значительно меньше, по сравнению 
с контрольными мышами дикого типа, что указа-
ло на связь между Treg и TLR2 [52]. Установлено, 
что лиганд TLR2 Pam3Cys оказывает влияние на 
очищенные Treg MyD88-зависимым образом в 
связи с тем, что передача сигналов TLR2 зависит 
от адапторной молекулы MyD88 [5]. 

Более того, в сочетании со стимуляцией TCR, 
запуск TLR2 усиливал пролиферацию Treg in vitro 
и in vivo, что приводило к временной потере су-
прессорного фенотипа Treg in vitro вследствие 
непосредственного воздействия на эти клетки. 
Необходимо отметить, что Treg, полученные от 
мышей дикого типа, адаптивно перенесенные в 
этих животных с TLR2, были нейтрализованы си-
стемным введением их лиганда во время острой 
фазы инфекции Candida albicans, что привело к 
100-кратному уменьшению роста этих грибов. 
Это свидетельствует о том, что in vivo TLR2 также 
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контролирует функцию Treg и иммунные ответы 
через данные клетки [52].

Таким образом, в эксперименте на мышах с 
диссеминированным кандидозом было пока-
зано, что Treg подавляют провоспалительные 
реакции и повышают восприимчивость к кан-
дидозу, а TLR2 может непосредственно контро-
лировать экспансию и функцию Treg. Кроме 
того, у TLR2-

 
/-мы шей определяли повышенный 

ответ Th1 и устойчивость к кандидозным ин-
фекциям. Как оказалось, нейтрализации TLR2 
у мышей TLR2-/-

 , которые получали Treg дикого 
типа, было достаточно для уменьшения инфек-
ции Candida [52]. В результате был сделан вывод 
о том, что Treg используют TLR2 для достижения 
иммуносупрессии при кандидозных инфекциях.

Баланс между Th17- и Treg-клетками в слизи-
стой оболочке признан определяющим фактором 
для разграничения комменсального носительства 
и инфекции Candida albicans [12]. Однако ни у че-
ловека, ни на экспериментальных моделях жи-
вотных еще не получено прямого доказательства 
того, что повышенная продукция Treg и усиление 
их функции могут привести к инфекции Candida 
albicans. Косвенно участие Treg в развитии канди-
дозной инфекции было продемонстрировано на 
мышах, нокаутированных по глюкокортикоид-
индуцированному TNFR (TNFRSF18, CD357). 
Мыши дикого типа были ассоциированы с вы-
сокой экспрессией CD4+CD25+T-клеток (Treg). 
Мыши, нокаутированные по CD357, имели по-
вышенную устойчивость к системной инфекции 
Candida albicans с Th1-клеточным фенотипом. 
Кроме того, было определено, что дендрит-
ные клетки продуцируют более высокие уровни 
IL- 12 при добавлении к культурам CD4+CD25+Т-
клеток от нокаутированных по CD357 мышей, по 
сравнению с мышами дикого типа [4]. Результа-
ты этого исследования свидетельствуют о том, 
что Treg могут уменьшать защитную роль Th1 
при кандидозе. Кроме этого, было установлено, 
что цитокин IL-35, состоящий из субъединиц 
EBi3 и IL-12p35, способствует дифференциров-
ке Treg [37] и контролирует их подавление [17]. 
Мыши с дефицитом по гену IL-12p35 продемон-
стрировали высокую устойчивость к кандидозу 
ротоглотки [18], что явилось еще одним косвен-
ным доказательством роли Treg в подавлении за-
щитных реакций Т-клеток в отношении Candida 
albicans. 

В исследовании Pandiyan P. и соавт. был полу-
чен ответ на вопрос: «Почему в условиях поля-
ризации клеток Th17 клетки Treg не подавляют, 
а скорее усиливают экспрессию интерлейкина-

17A (IL-17A), IL-17F и IL-22 отвечающими 
CD4+T-клеток (клеток Tresp)?» [38]. Установле-
но, что увеличение регуляции цитокинов IL-17 в 
клетках Tresp зависело от потребления IL-2 Treg, 
особенно в ранние сроки как in vitro, так и in vivo. 
Во время инфекции слизистой оболочки ротовой 
полости Candida albicans у мышей Treg индуциро-
вали цитокины IL-17 в клетках Tresp, что замет-
но улучшало клиренс грибов и выздоровление от 
инфекции. Эти результаты продемонстрировали, 
каким образом Treg могут стимулировать острые 
клеточные реакции Th17 на подавление грибко-
вых инфекций слизистой оболочки, и показали, 
что эти клетки обладали мощной способностью 
подавлять инфекции, кроме своей роли в поддер-
жании толерантности или иммунного гомеоста-
за [30, 59]. Таким образом было определено, что 
Treg обеспечивают защитную роль на ранней ста-
дии кандидоза, где ответ Th17 играет централь-
ную роль в клиренсе инфекции. При подавлении 
IL-2 Treg-клетки усиливали дифференцировку 
Th17 и клиренс кандиды во время острой фазы 
инфекции. На более поздних стадиях инфекции 
Treg оказывали ингибирующий эффект [38].

Необходимо отметить, что при диссеминиро-
ванном кандидозе роль Treg все еще остается в 
значительной степени неизученной. Whibley N. и 
соавт. охарактеризовали активацию FoxP3+ Treg-
клеток на мышах (при внутривенном их зараже-
нии Candida albicans с последующей диссемина-
цией инфекции) и определили ее вклад в данное 
заболевание. Проведенный при помощи проточ-
ной цитометрии анализ показал, что заражение 
Candida albicans стимулировало экспансию in vivo 
популяции CD4+FoxP3+ в селезенке, что поло-
жительно коррелировало с грибковой нагрузкой. 
Истощение у мышей-репортеров FoxP3(hCD2) 
in vivo подтвердило, что клетки FoxP3+ усили-
вали грибковую нагрузку и увеличивали число 
воспалительных заболеваний почек. Популяция 
CD4+FoxP3+ продолжала увеличиваться после 
стимуляции in vitro антигенами Candida albicans 
и состояла как минимум из трех типов клеток, 
которые возникли в результате пролиферации 
природной субпопуляции Treg вместе с превра-
щением клеток FoxP3+ в индуцированные Treg, 
по форме и типу, обладающие эффекторными 
характеристиками Th17-клеток, экспрессирую-
щими ROR-γt и секретирующими IL-17A. Увели-
чение количества FoxP3+Т-клеток ингибировало 
Th1- и Th2-ответы, но при этом in vitro усиливало 
ответ Th17-клеток на антигены Candida albicans. 
С другой стороны, эксперименты с истощением 
FoxP3+Т-клеток in vivo подтвердили их способ-
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ность влиять на усиление Th17-клеточного от-
вета. Результаты этого исследования позволили 
предположить, что при диссеминированном кан-
дидозе экспансия FoxP3+T-клеток стимулирует 
Th17-клеточный ответ, управляющий течением 
заболевания [58].

Механизмы, контролирующие гомеостаз Treg, 
являются основными для обеспечения эффек-
тивной защиты от патогенов, а также для кон-
троля иммунопатологии, связанной с инфек-
цией [60]. Bhaskaran N. и соавт. изучили, каким 
образом регулируется жизнеспособность Treg 
при кандидозной инфекции ротоглотки мыши и 
обнаружили, что эти клетки в высокой степени 
защищены от апоптоза во время поздней фазы 
инфекции и при повторном заражении [9]. В дан-
ном исследовании выявили снижение апопто-
за Treg в связи с невосприимчивостью к гибели 
клеток, вызванной рестимуляцией T-клеточных 
рецепторов (RICD). Исследователи подтвердили 
их устойчивость к RICD, используя Treg мыши и 
человека in vitro и индуцируя апоптоз, опосредо-
ванный антителами к α-CD3, in vivo. Повышен-
ная жизнеспособность оказалась зависимой от 
увеличенной передачи сигнала TGF-β1, что при-
водило к усилению регуляции cFLIP (клеточного 
FLICE (FADD-подобного IL-1β-превращающего 
фермента)-ингибирующего белка) в Treg. Защита 
от гибели клеток не обеспечивалась в отсутствии 
передачи сигналов TGF-β1 в Treg во время канди-
дозной инфекции ротоглотки. Полученные дан-
ные позволили установить роль TGF-β1 в повы-
шении жизнеспособности Treg, что совпадает с 
выраженной иммуномодулирующей ролью этих 
клеток во время более поздней фазы кандидоз-
ной инфекции ротоглотки и, возможно, других 
инфекций слизистой оболочки.

Установлено, что клетки IL-17/Th17 и Treg об-
ладают комплексом взаимоотношений, в частно-
сти при заражении Candida albicans. Определено, 
что Treg стимулируют активность Th17 и приоб-
ретают их фенотипические характеристики при 
орофарингеальном и диссеминированном кан-
дидозе. Следует отметить, что влияние ответов 
Th17 и Treg на исход заболевания различно при 
разных формах кандидоза, что свидетельствует о 
важности микросреды для формирования обще-
го иммунитета. Выяснение факторов, определя-
ющих баланс между защитными и патогенны-
ми ответами Th17 и Treg при кандидозе, может 
явиться предметом будущих исследований, на-
правленных на поиск механизмов управления та-
кими ответами при данном заболевании [57].

Оппортунистический грибковый патоген 
Cryptococcus neoformans вызывает воспаление 
легких и тяжелый менингит у пациентов с ос-
лабленным иммунитетом [6, 14, 16, 26, 40]. При 
экспериментальных инфекциях Cryptococcus 
neoformans наблюдается Treg-опосредованное 
подавление патологического ответа Th2, вы-
зывающего повреждение легких [10, 23, 33, 34, 
53]. Schulze B. и соавт. исследовали роль Treg 
при экспериментальной легочной инфекции 
Cryptococcus neoformans на мышах. Выявлено, что 
количество CD4+FoxP3+ Treg-клеток в легком 
значительно возрастает в течение первых 4 не-
дель после интраназального заражения мышей 
дикого типа BALB/c [46]. Для определения функ-
ции Treg исследователи использовали мышей 
DEREG, позволяющих избирательно истощать 
CD4+FoxP3+Treg путем применения дифтерий-
ного токсина. У мышей, истощенных по Treg, 
было обнаружено более значительное легочное 
аллергическое воспаление с повышенной про-
дукцией слизи, повышенной продукцией IgE, 
выраженной эозинофилией и увеличенной гриб-
ковой нагрузкой в легких. Это сопровождалось 
увеличением GATA-3+Th2-клеток с повышенной 
способностью продуцировать IL-4, IL-5 и IL-13. 
При этом отмечено незначительное увеличение 
Th1-ассоциированного иммунного ответа, не 
связанного с грибковой инфекцией. Полученные 
результаты подтвердили данные о том, что во вре-
мя грибковой инфекции индуцируются легочные 
Treg, которые преимущественно подавляют клет-
ки Th2, поддерживая тем самым ее течение [27]. 
Впоследствии Schulze B. и соавт. сообщили о 
том, что экспансия Treg при введении комплек-
са IL- 2/ анти-IL-2 во время криптококковой ин-
фекции приводила к снижению выработки IgE и 
уменьшению аллергического воспаления дыха-
тельных путей [51]. 

Таким образом, полученные на эксперимен-
тальных моделях данные позволили охаракте-
ризовать иммунологическое значение Treg при 
грибковых инфекциях. 

Заключение
Treg являются ключевыми клетками для под-

держания иммунной толерантности и умень-
шения выраженности инфекционно-воспали-
тельного повреждения тканей. На сегодняшний 
день их функциональная роль при грибковой 
инфекции остается в значительной степени неиз-
ученной. Определено, что Treg подавляют защит-
ные иммунные ответы на грибки, повышая их 
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устойчивость, снижая активацию и функции как 
врожденных, так и адаптивных иммунных кле-
ток путем стимулирования иммуносупрессивной 
среды. Равновесие в количестве и функции Treg 
важно для обеспечения элиминации патогенов 
и защиты от инфекционно-обусловленных им-
мунопатологических состояний. Последние до-
стижения в понимании влияния Treg на исходы 
инфекции определили новые возможности для 

их выявления. Применение различных фармако-
логических ингибиторов, моноклональных анти-
тел, нацеленных на Treg, позволило оценить их 
иммунологическое значение на эксперименталь-
ных моделях. Несомненный интерес будут пред-
ставлять исследования роли Treg у пациентов с 
инвазивными микозами, по результатам которых 
могут быть сформулированы основные принци-
пы адресной иммунотерапии. 
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ 
МИКРОВЕЗИКУЛ И ЭУКАРИОТИЧЕСКИХ КЛЕТОК
Шлыкова Д.С.1, Писарев В.М.1, 2, Гапонов А.М.1, 2, Тутельян А.В.3
1 НИИ общей реаниматологии имени В.А. Неговского ФГБНУ «Федеральный научно-клинический центр 
реаниматологии и реабилитологии», Москва, Россия  
2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии и 
иммунологии имени Дмитрия Рогачева» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
3 ФБУН «Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии Роспотребнадзора», Москва, 
Россия

Резюме. Бактериальные внеклеточные микровезикулы (БМВ) секретируются патогенными, непа-
тогенными и условно-патогенными бактериями. БМВ представляют собой сферические органеллы с 
бислойной мембраной, содержащие различные грузы: липополисахариды, патоген-ассоциированные 
молекулярные паттерны (PAMP), ДНК, РНК, сигнальные молекулы, белки, факторы устойчивости 
к антибиотикам, факторы вирулентности и токсины, обеспечивающие различные варианты иммун-
ного ответа и благоприятствующие выживанию и распространению патогена в организме. Функ-
ции, связанные с выделением везикул, играют важную роль в способности микроорганизмов вызы-
вать различные заболевания. БМВ помогают бактериям уклоняться от иммунной реакции хозяина, 
обеспечивают коммуникацию, выживание в стрессовой среде внутри хозяина во время инфекции, 
участвуют в формировании биопленок, а также помогают получить питание в среде с недостатком 
питательных веществ. Гетерогенность механизмов биогенеза обуславливают различия переносимых 
БМВ и их характеристик, включая степень вирулентности. Проникновение БМВ в клетки хозяина 
может осуществляться с помощью нескольких механизмов и способствует активации врожденных 
и адаптивных иммунных реакций. Обзор сфокусирован на исследованиях взаимодействия БМВ и 
различных типов эукариотических клеток, включая нейтрофилы, дендритные клетки, макрофаги, 
эпителиальные, эндотелиальные клетки. В зависимости от вида бактерий, типа клетки-мишени и 
количества везикул такое взаимодействие может привести к различным ответам: неиммуногенным, 
провоспалительным, цитотоксическим. Представлены субклеточные и молекулярные механизмы, 
связанные с участием внеклеточных микровезикул, в модулировании иммунного ответа хозяина. 
Стимуляция иммунного ответа обеспечивается усилением секреции провоспалительных цитокинов 
и хемокинов. В ряде случаев БМВ используют механизмы для ускользания от иммунного надзора: 
синтез противовоспалительных цитокинов, нарушение и ограничение фагоцитоза и хемотаксиса 
макрофагов, усиление протеолитического расщепления CD14 на поверхности макрофагов, наруше-
ние антиген-презентирующей функции дендритных клеток и подавление индукции пролиферации 
Т-клеток, уменьшение интенсивности синтеза провоспалительных цитокинов, избегание прямого 
взаимодействия с клетками иммунной системы хозяина, разрушение нейтрофильных ловушек. Это 
позволяет выживать клеткам бактерий в организме человека и увеличить инвазивный потенциал, а 
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также снижать избыточность воспалительных реакций, которые могут привести как к гибели самого 
патогена, так и к жизнеугрожающим повреждениям тканей и органов организма-хозяина. Дальней-
шие исследования этих механизмов позволят получить новые и улучшить уже имеющиеся терапевти-
ческие подходы в лечении инфекционных заболеваний.

Ключевые слова: бактериальные внеклеточные микровезикулы, иммунная система, модуляция иммунного ответа, 
инфекционные заболевания, патогенез

INTERACTION OF BACTERIAL EXTRACELLULAR 
MICROVESICLES WITH EUKARYOTIC CELLS
Shlykova D.S.a, Pisarev V.M.a, b, Gaponov A.M.a, b, Tutelyan A.V.c
a V.A. Negovsky  Research Institute of  General Reanimatology of Federal Research and Clinical Center of Intensive 
Care Medicine and Rehabilitology, Moscow, Russian Federation  
b D. Rogachev Federal Research Clinical Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Moscow,  
Russian Federation  
c Central Research Institute of Epidemiology, Moscow, Russian Federation 

Abstract. Bacterial extracellular microvesicles (BMV) are formed by nonpathogenic, pathogenic and 
opportunistic bacteria. BMV are spherical bilayer-membrane organelles containing different cargoes: 
lipopolysaccharides, pathogen associated molecular patterns (PUMP), DNA, RNA, signal molecules, proteins, 
antibiotic resistance factors, virulence factors, toxins providing various immune response options and conducive 
to the survival and pathogen dissemination in the human body. BMVs secretion play an important role in the 
ability of microorganisms to cause various diseases. BMV are involved in biofilms formation, help bacteria to 
obtain nutrition in a nutrient-poor conditions, to evade the host's immune response, provide communication 
and surviving in a stressful environment during infection inside the host. The heterogeneity of the biogenesis 
mechanisms causes differences in the BMV and their characteristics including virulence rate. BMVs host cells 
entering is mediated by several mechanisms and helps to activate innate and adaptive immune reactions. This 
review focuses on interaction study of BMV with various eukaryotic cells types including neutrophils, dendritic 
cells, macrophages, epithelial, endothelial cells. This interaction depends on bacteria species, type of target cell 
and number of vesicles and can lead to different responses: non-immunogenic, pro-inflammatory, cytotoxic. 
Subcellular and molecular mechanisms related to the involvement of extracellular microvesicles in host's immune 
response modulation are presented.  Stimulation of immune response is provided by increased secretion of pro-
inflammatory cytokines and chemokines. In some cases BMV use mechanisms to evade immune surveillance: 
anti-inflammatory cytokines secretion, alterations of phagocytosis and chemotaxis of macrophages, increasing 
the proteolytic cleavage of CD14 on the macrophage surface, alterations of antigen-presenting function of 
dendritic cells, T-cell proliferation suppression, reducing the pro-inflammatory cytokines secretion, evasion of 
host-immune cells direct interactions, destruction of neutrophilic traps.

These features allow bacterial cells to survive in the human body, increase their invasive potential, and reduce 
the excessive inflammatory reactions leading to death of the pathogen itself and life-threatening damage of 
tissues and organs of the host. Further studies of these mechanisms will improve existing therapeutic approaches 
to the infectious diseases treatment.

Keywords: bacterial extracellular microvesicles, immune system, immune response modulation, infectious diseases, pathogenesis

Механизмы распространения патогенных 
агентов и способность иммунной системы рас-
познавать и реагировать на них имеет важное 
значение для контроля инфекций [116]. Одним 
из способов воздействия бактериальных патоге-
нов на клетки человеческого организма является 
формирование бактериальных микровезикул [27, 
47, 95, 117, 137]. Везикулы содержат разнообраз-
ные факторы вирулентности: белковые адгези-
ны, токсины и ферменты, а также небелковые 
молекулы бактериального происхождения, такие 

как липополисахарид (ЛПС), патоген-ассоции-
рованные молекулярные структуры (паттерны) 
(pathogen-associated molecular patterns, PAMP), 
различные виды РНК, ДНК и другие компонен-
ты, которые могут влиять на инвазивный по-
тенциал, течение инфекции и реакцию клеток 
хозяина [18, 53, 71, 73, 78, 114, 137]. Секреция та-
ких молекул определяет ряд конкурентных пре-
имуществ для бактерий благодаря возможности 
удаленного, но направленного взаимодействия с 
клетками хозяина, при этом разнообразие «моле-
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кулярных грузов» обуславливает и разнообразие 
ответных реакций [31, 35, 43, 99, 109]. 

Обзор сфокусирован на взаимодействии бак-
териальных микровезикул и различных типов 
эукариотических клеток, а также механизмах, 
позволяющих модулировать иммунный ответ и 
благоприятствующих выживанию и распростра-
нению патогена. Понимание этих механизмов 
позволит получить новые и улучшить уже имею-
щиеся терапевтические подходы к лечению мно-
жества заболеваний как инфекционной, так и не-
инфекционной природы [12, 52, 72].

Характеристика бактериальных внеклеточных 
микровезикул

Бактериальные внеклеточные микровезику-
лы (БМВ) секретируются на любой стадии роста 
множеством патогенных, непатогенных и услов-
но-патогенных бактерий, растущих на различных 
питательных средах [4, 33, 54, 66, 80, 111]. БМВ 
представляют собой сферические органеллы с 
бислойной мембраной, содержащие фосфолипи-
ды, липополисахариды, РНК и ДНК, сигнальные 
молекулы (QS), белки, включая факторы устой-
чивости к антибиотикам, факторы вирулентно-
сти, токсины, ферменты и другие (табл. 1).

Точный механизм, с помощью которого бак-
терии сортируют содержимое в микровезикулы 
на данный момент неясен, однако относительно 
некоторых этапов формирования БМВ имеются 
обоснованные предположения: в ряде случаев 
упаковка белков в везикулы происходит, когда 
содержание конкретного белка больше по отно-
шению к общему количеству белков. Предпола-
гается также, что в качестве сигнала сортировки 
могут выступать трехмерная структура белка и 
его клеточная локализация [29]. Считается, что 
загрузка факторов вирулентности в везикулы за-
висит от подтипов ЛПС, и белки, связанные с за-
ряженным ЛПС, сортируются в везикулы, тогда 
как белки, ко-локализованные с нейтральным 
ЛПС, сохраняются во внешней мембране [57, 79]. 
В случае нуклеиновых кислот, их наличие или от-
сутствие внутри везикул связано со способом об-
разования ВМВ. 

Гетерогенность механизмов биогенеза могут 
служить основанием для наблюдаемых различий 
в характеристиках БМВ, ассоциированных с раз-
ной степенью вирулентности [37] (рис. 1).

На рисунке 1 представлены известные пути об-
разования бактериальных внеклеточных микро-
везикул. Их генез различен. При выпячивании 
мембраны живых клеток образуются «классиче-
ские» микровезикулы, при этом эндолизин-инду-
цированный клеточный лизис приводит к гибели 
клетки [43, 115, 129]. К выпячиванию мембраны 
могут приводить изменения структуры пептидо-
гликана или накопление его периплазматических 
пептидогликанских фрагментов, ЛПС или несвя-
занных белков. Альтернативно или в дополнение 

к возникающему периплазматическому тургору, 
молекулы, индуцирующие искривление мем-
браны – ЛПС, фосфолипиды – могут вызвать ее 
выбухание [79]. Так, молекула PQS, включенная 
в молекулы ЛПС внешнего слоя наружной мем-
браны за счет отталкивания отрицательных за-
рядов, способствует образованию кривизны на 
внешней мембране [71]. 

Еще одна модель биогенеза БМВ предполага-
ет, что уменьшение перекрестных связей между 
наружной мембраной и пептидогликановым сло-
ем приводит к выпячиванию мембраны и образо-
ванию БМВ [98].

При этом образуются БМВ, которые скорее 
всего не содержат нуклеиновых кислот (рис. 1А), 
но могут содержать гидрофобные молекулы 
(рис. 1Б), бактериальные сигналы и факторы ви-
рулентности.

В случае клеточного лизиса, фрагменты мем-
браны рециркулируют и окружают освобожден-
ную ДНК, образовывая везикулы, содержащие 
ДНК и цитозольные белки [131]. При этом обра-
зуется два типа микровезикул: первый содержит 
двойную мембрану, так как содержит фрагменты 
наружной и внутренней клеточной мембраны 
родительских бактерий (рис. 1В), второй тип со-
держит фрагменты только наружной мембраны 
бактерий, и, соответственно, мембрана таких 
БМВ имеет один слой, но также содержит ДНК 
(рис. 1Г). По аналогии с последним механизмом 
происходит образование везикул грамположи-
тельных микроорганизмов, в результате «баблин-
га» – процесса, при котором клетка взрывается и 
гибнет с образованием микровезикул (рис. 1Д).

Известно, что некоторые бактерии произво-
дят наноподии – трубчатые структуры, харак-
теризующиеся выступами цитоплазматической 
мембраны грамположительных бактерий или на-
ружной мембраны грамотрицательных бактерий, 
которые считаются специализированными типа-
ми бактериальных БМВ. Эти структуры по разме-
ру варьируют в диапазоне от 30 до 60 нм в ширину 
и до 5 мкм в длину и образуют обширную зам-
кнутую сеть мембран, которая соединяет клетки 
внутри биопленок на уровне перицитоплазмоо-
бразующего пространства [129]. Предполагается, 
что эти везикулярные связи представляют собой 
межклеточные мосты, которые позволяют клет-
кам биопленки взаимодействовать друг с другом 
путем цитоплазматического обмена молекулами.

Биологические функции бактериальных внекле-
точных микровезикул

Функции, связанные с выделением везикул, 
играют важную роль в способности микроорга-
низмов вызывать различные заболевания [5, 6, 
7]. БМВ помогают бактериям уклоняться от им-
мунной реакции хозяина, обеспечивают комму-
никацию, выживание в стрессовой среде внутри 
хозяина во время инфекции, участвуют в форми-
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ТАБЛИЦА 1. КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА БАКТЕРИАЛЬНЫХ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ МИКРОВЕЗИКУЛ

TABLE 1. BRIEF DESCRIPTION OF BACTERIAL EXTRACELLULAR MICROVESICLES

Происхождение 
бактериальных 

внеклеточных микровезикул
Origin of extracellular 

microvesicles

Размер, 
нм

Size, nm

Белки
Proteins

Фосфолипиды 
и гидрофобные 

молекулы
Phospholipids 

and hydrophobic 
molecules

ЛПС
LPS

РНК, 
хромосмная 

ДНК 
RNA, 

chromosomal 
DNA

Внеклеточные 
микровезикулы 
грамотрицательных 
бактерий
Gram-negative bacteria 
extracellular microvesicles

10-300
[71, 78]

Структурные белки, 
порины, ионные ка-
налы, транспортные 
белки, периплазма-

тические и цитоплаз-
матические фермен-

ты, а также белки, 
стрессовые белки, 

токсины [43, 79, 114]
Structural proteins, 

porins, ion channels, 
transport proteins, 

periplasmic,cytoplasmic 
enzymes and proteins, 
stress proteins, toxins 

[43, 79, 114]

+
[43]

Образование путем 
выпячивания мембраны
Formation by membrane budding

-
[129]  +/-

[129]

Образование путем 
выпячивания мембраны и 
интеркаляции гидрофобных 
молекул
Formation by membrane budding 
and hydrophobic molecules 
intercalation

+
[141]

+/-
[129]

Образование путем 
взрывного клеточного 
лизиса (EOMV)
Formation by cell explosive lysis

+
[141]

+
[118]

Образование путем 
взрывного клеточного 
лизиса (IOMV)
Formation by cell explosive lysis

+
[141]

+
[129]

Внеклеточные 
микровезикулы 
грамположительных 
бактерий, образованные 
путем «баблинга» клетки и 
бактериальных аутолизинов
Extracellular microvesicles of 
gram-positive bacteria formed 
by bubbling and bacterial 
autolysines

20-150
[71, 78]

Транспортные белки, 
белки устойчивости 
к антибиотикам, ци-
топлазматические, 

рибосомальные бел-
ки, токсины, коагула-

зы [43, 79, 114]
Transport proteins, 
antibiotic resistant 

proteins, cytoplasmic, 
ribosomal proteins, 

toxins, coagulases [43, 
79, 114]

Насыщенные 
жирные кисло-
ты, глицероли-

пиды [106]
Saturated 
fatty acids, 

glycerolipids [106]

-
[43]

+
[129]
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ровании биопленок, а также помогают получить 
питание в среде с недостатком питательных ве-
ществ [18, 32, 112]. 

Сигналинг
БМВ могут быть использованы для взаимо-

действия с соседними бактериями и модуляции 
микробного окружения. Такое взаимодействие 
позволяет координировать поведение бактерий с 
помощью сигнализации и увеличивает генетиче-
ское разнообразие бактерий за счет горизонталь-
ного переноса генов [36, 39, 40, 107, 113]. 

Важно отметить, что сигналы могут переда-
ваться между клетками через микровезикулы, и 
ответная реакция будет возникать только в клет-
ках, которые контактируют с БМВ. При этом 
сигнальные молекулы хорошо защищены и скон-

центрированы, поскольку доставляются таргет-
ным клеткам в едином комплексе [128].

Транспорт
Микровезикулы позволяют адресно достав-

лять вещества-эффекторы, а иногда и несколько 
веществ одновременно в высоких концентраци-
ях, в том числе дистантно [11]. БМВ обеспечи-
вают возможность устойчивого существования 
секретируемых бактериальных липидов, мем-
бранных белков и других гидрофобных молекул, 
а также являются защитным средством, с помо-
щью которого белки могут транспортироваться 
по крови, несмотря на наличие протеолитиче-
ских ферментов [79]. 

Стрессовый ответ
Было показано, что образование БМВ связано 

с бактериальным стрессовым ответом, а уровень 

Рисунок 1. Типы бактериальных внеклеточных микровезикул
Примечание. А – бактериальная внеклеточная микровезикула, образованная путем выпячивания мембраны; Б – бактериальная 
внеклеточная микровезикула, образованная путем выпячивания мембраны и интеркаляции гидрофобных молекул;  
В – бактериальная внеклеточная микровезикула, с двойной мембраной, образованная путем взрывного клеточного лизиса; 
Г – бактериальная внеклеточная микровезикула, с однослойной мембраной, образованная путем взрывного клеточного лизиса; 
Д – бактериальная внеклеточная микровезикула, образованная путем «баблинга».
Figure 1. Types of bacterial extracellular microvesicles
Note. A, bacterial extracellular microvesicle generated by outer membrane blebbing; B, bacterial extracellular microvesicle generated by outer 
membrane blebbing and hydrophobic molecules intercalation; C, outer-inner membrane bacterial extracellular microvesicle generated by explosive 
cell lysis; D, outer membrane bacterial extracellular microvesicle generated by explosive cell lysis; E, bacterial extracellular microvesicle generated 
by cell bubbling death.

А (А)

Г (D)

Б (B)

Д (E)В (C)
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везикуляции повышается в периоды бактериаль-
ного стресса, например во время колонизации 
тканей хозяина, образования биопленок [85]. 
Это позволяет бактериям получить конкурентное 
преимущество в смешанной культуре за счет спо-
собности уничтожать конкурирующие штаммы, 
а также способствует удалению молекул, размер 
которых превышает размеры пор цитоплазмати-
ческой мембраны [143].

Вирулентность
Внеклеточные продукты патогенных микро-

организмов часто ассоциируются с острой ин-
фекцией и необходимы для максимальной ви-
рулентности, которая достигается благодаря 
некоторым характеристикам внеклеточных вези-
кул [18, 25, 135].

Приобретение питательных веществ
Образование БМВ может давать преимуще-

ства для роста популяции смешанных бактерий в 
условиях ограниченного питания [105]. БМВ мо-
гут содержать ферменты, способствующие усвое-
нию питательных веществ. Например, аминопеп-
тидазы P. aeruginosa могут быть секретируемыми 
продуктами как в свободном, так и в ассоцииро-
ванном с везикулами виде [43]. В результате ВМВ 
выделяют в окружающую среду аминокислоты, 
критичные для роста бактерий в микроокруже-
нии БМВ. Таким образом, с помощью БМВ, как 
способа межбактериальной кооперации, осу-
ществляется накопление бактерий в тех компар-
тментах, в которых могут накапливаться и БМВ, 
даже если место их образования было удаленным.

Образование и функционирование биопленок
БМВ являются ключевыми многофункцио-

нальными элементами биопленки и вносят вклад 
в ее формирование, коммуникацию, питание и 
защиту от антибиотиков и антибактериальных 
препаратов [18, 62, 131]. Кроме того, везикулы, 
высвобождаемые конкретным штаммом, могут 
вызвать развитие воспалительных реакций, что 
приводит к воздействию белков внеклеточного 
матрикса хозяина и увеличению содержания ре-
цепторов поверхности эпителиальных клеток, 
которые являются необходимыми для колониза-
ции другим штаммом [39]. 

Бактерии могут активно регулировать содер-
жание БМВ для управления взаимодействием 
хозяин–патоген. Везикулы, содержащие белки 
и токсины и способные доставлять факторы ви-
рулентности, активно взаимодействуют с клет-
ками-мишенями в организме хозяина: гемато-
поэтическими клетками и клетками иммунной 
системы, эпителиальными, эндотелиальными и 
другими клетками организма (рис. 2).

Механизм проникновения бактериальных 
БМВ в клетку включает в себя, помимо способ-
ности связывания с TLR2, возможность проник-
новения через домены мембраны, обогащенные 
липидами и холестерином, липидо-независимый 

клатрин / кавеолин-опосредованный пиноци-
тоз, макропиноцитоз. Далее БМВ мигрируют к 
раннему эндосомальному антигену и взаимо-
действуют с нуклеотид-связывающим олигоме-
ризационным доменом (NOD1), что опосредует 
активацию транскрипционных факторов – ядер-
ного фактора-κB (NF-κB) или белка-активато-
ра (AP- 1) и адаптерного белкового рецептора 
(RIP2) [50, 68]. Обнаружение и деградация вну-
триклеточных везикул приводит к образованию 
воспалительного ответа, сопровождаемого выра-
боткой цитокинов и хемокинов [20, 67].

Еще один механизм межклеточного транспор-
та и проникновения в клетку, описанный ранее 
для бактериальных клеток, эукариотических вне-
клеточных и внутриклеточных везикул, органелл, 
прионов, вирусов и РНК, может быть актуален и 
для бактериальных БМВ [55, 63, 87]. Известно, 
что многие типы эукариотических клеток – ма-
крофаги, Т-клетки, В-клетки, дендритные клет-
ки, эпителиальные, эндотелиальные клетки, а 
также клетки нервной системы образуют между 
собой сети, состоящие из нанотрубочек [94, 101]. 
Эти сети представляют собой растянутые струк-
туры, состоящие из актина/актина и тубулина и 
сильно варьируются по длине и толщине. Опи-
сано два типа нанотрубочек: толстые (400-1000 
нм в диаметре) и тонкие (100-300 нм в диаме-
тре) [44]. Было показано, что тонкие трубочки 
опосредуют захват и АТФ-зависимый транспорт 
бактериальных клеток в макрофаги, а тонкие 
обеспечивают транспорт везикул, эндосом, лизо-
сом, митохондрий [49, 93]. Патогены используют 
туннельные нанотрубочки для диссеминации и 
распространения факторов вирулентности [74]. 
Поэтому неудивительно, что одним из факто-
ров, индуцирующих их образование, является 
бактериальный токсин – ЛПС. Однако особый 
интерес представляет тот факт, что факторы им-
мунной защиты организма хозяина – провоспа-
лительные цитокины TNFα и интерферон γ были 
также приспособлены для выполнения той же 
функции распространения вирулентности, что и 
ЛПС [74]. Таким образом, ключевые компонен-
ты иммунной защиты «похищаются» бактериаль-
ными БМВ для обеспечения межбактериальной 
сигнализации по туннельным нанотрубочкам 
между клетками, перенося токсины, сигнальные 
молекулы и другие «грузы».

Взаимодействие бактериальных внеклеточных 
микровезикул с иммунной системой

Защитная система организма обеспечивается 
двумя системами иммунитета – врожденным им-
мунитетом и адаптивным (приобретенным, спец-
ифическим) иммунитетом. Реакции врожденно-
го иммунитета активируются через рецепторы 
распознавания молекулярных паттернов (струк-
тур) – (Pathogen-recognizing receptors, PRR). Наи-
более охарактеризованными примерами являют-
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ся Toll-подобные рецепторы (Toll-like receptors, 
TLR), связывающие и олигомеризационные 
домены (NOD)-подобные рецепторы (Nod-
like receptors, NLR), которые распознают пато-
ген-ассоциированные молекулярные паттерны 
(PAMP) от инфекционных агентов, или связан-
ные с повреждением молекулярные паттерны 
(danger-associated molecular patterns, DAMP), вы-
свобождающиеся из погибающих клеток [46, 77, 
108, 120]. Исследования показали, что ЛПС вос-
принимается рецепторным комплексом TLR4/
CD14/MD2, вызывая провоспалительный от-
вет, а фекальные БМВ, введенные в брюшную 
полость мышей, индуцировали местное и си-
стемное воспаление (в том числе в легких); этот 
процесс регулировался TLR2 и TLR4 [43, 96]. Ис-
следование везикул сальмонеллы, бифидобакте-
рий и лактобацилл, также продемонстрировало 
вовлеченность TLR2 и TLR4 в антибактериаль-
ный иммунный ответ [82, 135].

Взаимодействие с нейтрофилами
Характер взаимодействия бактериальных 

БМВ с нейтрофилами определяется составом 
переносимых ими молекул. Впервые было по-
казано, что везикулы, выделенные Streptoccocus 
pyogenes в ответ на антимикробный пептид LL-37 
вызывали повышение провоспалительной актив-

ности и выделение резистина и миелоперокси-
дазы из нейтрофилов [133]. Cтимуляция нейтро-
филов человека везикулами Neisseria meningitidis 
приводит к образованию в них TNFα и IL-1β, а 
также к повышению экспрессии CXCL8, CCL3 
и ССL4, а везикулы Acinetobacter baumanii при 
подкожном введении у мышей вызывали акти-
вацию нейтрофилов и образование нейтрофиль-
ных инфильтратов [65, 81, 141]. Напротив, БМВ 
уропатогенной кишечной палочки содержат ци-
тотоксический некротизирующий фактор 1-го 
типа (CNF1), который является бактериальным 
токсином, снижающим фагоцитарные и хемо-
таксические способности нейтрофилов [38]. 
Было продемонстрировано выраженное про-
воспалительное действие везикул Moraxella 
catarrhalis на линию эпителиальных клеток чело-
века А549 и дегрануляцию нейтрофилов [17]. Ве-
зикулы Staphylococcus aureus оказывали мощное 
цитотокси ческое действие на нейтрофилы in vitro 
после совместной инкубации, также было пока-
зано, что БМВ активировали нейтрофилы и ин-
дуцировали образование нейтрофильных лову-
шек [16]. Нейтрофильные внеклеточные ловушки 
(NET) состоят из сети внеклеточных нитей ДНК, 
связывающих патогенных микробов. Гистоны и 
несколько нейтрофильных гранулярных белков, 

Рисунок 2. Взаимодействие бактериальных внеклеточных микровезикул с различными мишенями в организме 
человека
Figure 2. Interaction of bacterial extracellular microvesicles with various targets in the human body
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связанных с каркасом ДНК, повреждают микро-
организмы, попавшие в ловушку. Было показано, 
что активные радикалы кислорода, генерируе-
мые нейтрофильной оксидазой NADPH, необхо-
димы для опосредованного высвобождения NET 
несколькими стимулами, в том числе многочис-
ленными патогенными бактериями [104]. Вези-
кулы Histophilus somni стимулируют образование 
таких ловушек нейтрофилами хозяина, что в ко-
нечном счете ведет к уничтожению патогена [58]. 
Однако в некоторых случаях бактерии находят 
способы избежать ловушек. Так, нуклеаза DeoC 
Streptococcus mutans разлагает NET и способству-
ет распространению патогена вследствие ухода 
S. mutans от нейтрофил-индуцированной гибе-
ли [30].

Адаптивная иммунная система включает в себя 
Т- и В-клетки, несущие гораздо более широкий 
набор рецепторов против антигенных детерми-
нант – эпитопов по сравнению с ограниченным 
набором рецепторов для PAMP, с расширенным 
потенциалом для наиболее высокоспецифичного 
распознавания микроорганизмов [48, 97]. Наи-
вные Т-клетки не распознают антигены, и долж-
ны быть активированы посредством процесса, 
известного как презентация антигена. Во время 
презентации антигена, антиген-представляю-
щие клетки (AПК), такие как дендритные клет-
ки (ДК) или макрофаги, захватывают антигены, 
частично фрагментируют молекулы антигенов 
и нагружают процессированными фрагментами 
(антигенными эпитопами) молекулы главного 
комплекса гистосовместимости (ГКГ) классов I 
и II для представления наивным CD8+ и CD4+Т-
клеткам [21, 64, 130, 136]. 

Взаимодействие с дендритными клетками
БМВ воздействуют на ДК, индуцируя их со-

зревание и облегчая презентацию антигенов, а 
также модулируя их цитокиновые реакции. 

Показано, что БМВ Bacteroides fragilis, содер-
жащие PSA, захваченные дендритными клетками, 
программируют толерогенные ДК продуциро-
вать IL-10 для дифференцировки производящих 
IL-10 клеток CD25+FoxP3+Treg [19, 121].

Исследование механизма, с помощью которо-
го дендритные клетки костного мозга реагируют 
на бактериальные молекулы ЛПС, полученные из 
внеклеточных везикул грамотрицательных бак-
терий, показало, что ЛПС активирует каспазу-11 
цитозоля, что приводит клетку к гибели [134]. Ве-
дущую роль в активации каспазы-11 in vivo игра-
ют гуанилат-связывающие белки (ГСБ), которые 
контролируют обработку макрофагами БМВ, со-
держащих ЛПС [45]. 

ГСБ связывают цитозолические везикулы 
путем прямого взаимодействия белка с ЛПС и 
усиливают активацию каспазы-11 и пироптоз. 
Возможно, ГСБ способны изменять структуру 
большой супермолекулы ЛПС и способствуют 

специфическому взаимодействию между моле-
кулами липида-А и рецепторами каспаз [50].

В то же время другое исследование продемон-
стрировало, что БМВ, содержащие ЛПС, напро-
тив, повышают жизнеспособность дендритных 
клеток костного мозга при функциональных 
концентрациях 10 нМ и вызывают не гибель, а 
созревание ДК с помощью ЛПС в составе БМВ 
благодаря TLR4-опосредованной передаче сиг-
налов через адаптерный белок MyD88 [35]. 

Было обнаружено, что инкубация ДК с БМВ 
Porphyromonas gigngivalis приводила к экспрес-
сии ГКГ класса II и костимулирующей моле-
кулы CD86, что является показателем зрелости 
дендритных клеток. Везикулы стимулировали 
выработку IL-6, IL-8, IL-10 и TNFα, но не смог-
ли индуцировать выделение цитокинов IL-1β и 
IL-12p70. Ранее было показано, что после сти-
муляции ЛПС ДК продуцируют IL-10, и не ис-
ключено, что везикулы пневмококка способны к 
такому же эффекту [35].

Дендритные клетки играют важную роль 
в модуляции адаптивных иммунных реакций 
против Helicobacter pylori, а гемоксигеназа-1 
(Hemoxyginase-1, HO-1) вовлечена в регуляцию 
функций ДК. 

БМВ активировали сигналы транскрипцион-
ных факторов, таких как NF-κB, AP-1, Nrf2. По-
давление NF-κB или Nrf2 привело к значительно-
му снижению экспрессии HO-1, индуцированной 
БМВ. Последние увеличили фосфорилирование 
Akt и последующих участников сигнального меха-
низма mTOR, таких как S6 киназа 1 (S6K1). Пода-
вление Akt привело к ингибированию экспрессии 
Nrf2-зависимой HO- 1. Кроме того, подавление 
mTOR было связано с ингибированием IκB кина-
зы (IKK), NF-κB и экспресcии HO-1 в ДК, обра-
ботанных БМВ. Эти результаты позволили пред-
положить, что везикулы, полученные из H. pylori, 
регулируют экспрессию HO-1 двумя различными 
путями: Akt-Nrf2 и mTOR-IKK-NF-κB [76].

Везикулы Salmonella typhimurium способны 
стимулировать созревание дендритных клеток 
и поверхностную экспрессию CD86 и ГКГ II, 
их активационный потенциал и способность 
индуцировать провоспалительный ответ были 
штаммоспецифичны. Как было показано ра-
нее для везикул штамма PhoP (штамма с фено-
типом, имитирующим внутриклеточную фазу 
S. typhimurium) сниженная способность стимули-
ровать созревание ДК не полностью зависит от 
TLR4 и связана как с молекулярными модифи-
кациями липида-А, так и с другими модифика-
циями, показано также, что везикулы Salmonella 
содержат антигены, способные быть узнанными 
CD4+T-клеткам от мышей, ранее инфицирован-
ных S. typhimurium [82].

В то же время в некоторых случаях бактери-
альные везикулы ослабляют иммунный ответ на 
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копатогены, снижают способность дендритных 
клеток к созреванию и подавляют их антигенпре-
зентирующую функцию. Так, Neisseria gonorrhoeae 
подавляет индукцию CD4+Т-клеточную проли-
ферацию при помощи БМВ, содержащих белок 
PorB. Он характерен также других видов Neisseria 
и других грамотрицательных бактерий, и активи-
рует сигнализацию хозяина Toll-подобного ре-
цептора 2 (TLR2) [103, 146]. 

Взаимодействие с макрофагами
Известно, что инфицированные микобакте-

риями макрофаги высвобождают везикулы, ко-
торые могут индуцировать провоспалительную 
реакцию, активируя CD4+ и CD8+-клетки [14, 15, 
22, 51, 145]. А при стимуляции макрофагов БМВ 
Mycobacterium bovis была увеличена экспрессия 
CD40, CD80, CD81, CD86 и особенно CD195. 
Кроме того, увеличилась секреция IL-6, IL-8, 
IL- 10, IFNγ и TNFα. Однако в отличие от прямой 
стимуляции клетками M. bovis уровень TGF-β1 не 
был изменен при стимуляции БМВ [138]. Пока-
зано, что микровезикулы, мышей, инфицирован-
ных Mycobacterium bovis, имеют микобактериаль-
ные PAMP и являются иммуностимулирующими. 
Более того, БМВ, выделенные из инфицирован-
ных микобактериями клеток THP-1 in vitro, могут 
индуцировать продукцию IL-12p40 и TNFα, а так-
же нейтрофильную и макрофаговую инфильтра-
цию при интраназальном введении в легкие мы-
шей [23]. Данные, полученные при исследовании 
БМВ Streptococcus pneumoniae, позволяют пред-
положить, что микровезикулы могут оказывать 
иммуномодулирующее действие. Индукция про-
воспалительных цитокинов везикулами зависит 
не столько от пневмолизина, сколько от других 
составляющих везикул, таких как липотейхоевые 
кислоты и липопротеины, связанные с мембра-
ной-известные агонисты TLR2. БМВ связывают 
белки комплемента в сыворотке крови, способ-
ствуя уклонению бактериальных клеток от фа-
гоцитоза, опосредованного комплементом [35]. 
БМВ, генерируемые Pseudomonas aeruginosa, спо-
собны индуцировать воспаление без экзогенно-
го сигнала и активируют высвобождение IL-8 и 
выработку других воспалительных хемокинов и 
цитокинов из эпителиальных клеток. Это свиде-
тельствует о том, что бактериальные БМВ игра-
ют значительную роль в патогенезе и иммунном 
ответе хозяина. При сравнении коллекционного, 
мультирезистентного и чувствительного штам-
мов P. aeruginosa было показано, что способность 
БМВ стимулировать TLR-рецепторы штаммо-
специфична и зависит от PAMP, которые они не-
сут, – различное содержимое и количество ЛПС 
обуславливает разную способность стимулиро-
вать продукцию провоспалительных цитоки-
нов [44]. БМВ чувствительного и лабораторного 
штаммов стимулировали экспрессию IL-8 and 
CXCL10, а БМВ мультирезистентного штамма 

увеличивали экспрессию цитокинов TNFα, IL-6, 
IL-2, IL-1β, IL-8, IL-12A, IL-10, IFNγ и CXCL10 
также генов адаптивного иммунитета CD80, 
CD86 [110]. Кроме того, свободный ЛПС и ЛПС 
из везикул индуцирует реакции воспаления с уча-
стием разных сигнальных путей, через каспазу-4 
и каспазу-5 соответственно. И можно предполо-
жить, что каспаза-4 и каспаза-5 по-разному рас-
познают ЛПС в зависимости от его физической 
формы или способа доставки в клетку [28]. БМВ 
грамположительных бактерий, содержащие in 
vivo в месте заражения порообразующие токси-
ны (холестерол-зависимые цитолизины), могут 
оказывать конкурирующее воздействие на ма-
крофаги. При этом наблюдается баланс между 
провоспалительными (прямое связывание ток-
сина с макрофагами, приводящее к выделению 
IL-1β и HMGB1) и противовоспалительными 
(токсин везикул из соседних клеток, подавляет 
секрецию макрофагами TNFα) действиями [69]. 
В экспериментальной модели с использованием 
мышей было показано, что иммунизация ме-
нингококковой вакциной привела к увеличе-
нию IL-6 в сыворотке крови и значительному 
повышению регуляции простагландин-синте-
зирующих ферментов в тканях головного мозга 
[119]. На активированных макрофагах человека 
(U937) была продемонстрирована иммуномо-
дулирующая способность бактериальных БМВ 
Aggregatibacter actinomycetem comitans (Aga) – пато-
гена, вызывающего агрессивный парадонтит. Ис-
следования показали активность внеклеточной 
РНК (вкРНК), содержащейся в бактериальных 
везикулах и ее участие в регуляции генов хозяи-
на, а также продукции TNFα через сигнальные 
пути TLR8 и NF-κB [56, 83]. Более того, при 
внутрисердечном введении у мышей везикулы 
Аgа успешно преодолевали гематоэнцефаличе-
ский барьер и попадали в мозг и вкРНК-грузы 
увеличивали экспрессию TNFα в мозге мышей. 
Можно заключить, что микровезикулы и вкРНК 
не только влияют на иммунные реакции, но, бла-
годаря способности проходить через гематоэнце-
фалический барьер, могут индуцировать нейро-
воспалительные заболевания, такие как болезнь 
Альцгеймера [56].

Взаимодействие бактериальных микровези-
кул с клетками хозяина в зависимости от типа 
клетки-мишени, вида бактерий и количества ве-
зикул может привести к различным ответам: не-
иммуногенным, провоспалительным или цито-
токсическим [98, 142] (рис. 3).

Множество данных свидетельствует о спо-
собности БМВ стимулировать иммунный ответ. 
Однако в ряде случаев выделение БМВ является 
механизмом его подавления, что способствует 
развитию вторичных бактериальных инфекций и 
выживанию патогена внутри хозяина. Обработ-
ка клеток ТHP-1 везикулами Brucella abortus при 
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стимуляции IFNγ значительно снизила индуци-
рующий эффект этого цитокина на экспрессию 
ГКГ-II. БМВ индуцировали дозозависимое по-
вышение экспрессии ICAM-1 на клетках THP-1 
и увеличение адгезии этих клеток к клеткам эн-
дотелия человека. Таким образом, микровезику-
лы B. abortus способствуют захвату этих бактерий 
человеческими моноцитами, а также понижают 
врожденный иммунный ответ этих клеток на бру-
целлезную инфекцию [102]. Везикулы P. gingivalis 
способны индуцировать секрецию как провос-
палительных, так противовоспалительных цито-
кинов, протеолитически расщеплять молекулы 
CD14 на поверхности макрофагов и подавлять 
экспрессию антигенов лейкоцитов человека – 
молекул HLA-DR на клетках сосудистого эндоте-
лия, ограничивая тем самым антиген-представ-
ляющие функции ГКГ II класса при индукции 
адаптивного иммунитета; индукция с помощью 
БМВ толерантности к ЛПС помогает хозяину 
минимизировать воспалительные повреждения, 
вызванные высокими концентрациями бактери-
альных микровезикул при длительном или мно-
гократном воздействии; однако она же способ-
ствует выживанию бактерий [32, 42, 65]. Кроме 
того, постоянное воздействие везикул вызывает 

недостаточность продукции TNFα, что снижает 
напряженность врожденного иммунитета, на-
правленного на обнаружение микроорганизмов 
и, таким образом, представляет собой возмож-
ную стратегию локального иммунного уклоне-
ния P. gingivalis; при этом внеклеточная РНК, 
ассоциированная с везикулами, подавляет синтез 
цитокинов в Т-клетках [32, 42, 92]. Установле-
но, что БМВ Bacteroides vulgatus, пересекая слой 
эпителиальной слизи и напрямую контактируя 
с клетками хозяина, опосредуют перекрестную 
толерантность посредством переноса различ-
ных Toll-подобных рецепторов, сочетаемую со 
способностью преодолевать физические барье-
ры и выступать посредником в толерантности 
к эндотоксину. БМВ также обеспечивает пере-
крестную толерантность в дендритных клетках 
путем доставки различных микробных лиган-
дов в иммунные клетки. С помощью субклеточ-
ных продуктов – везикул – эти симбиотические 
штаммы предотвращают воспаление кишечника 
в организме хозяина [86]. Патоген дыхательных 
путей M. catarrhalis эндоцитируется и убивается 
B-клетками, в то время как бактериальные вези-
кулы могут активировать B-клетки. Их активация 
начинается с кластеризации В-клеточных рецеп-

Рисунок 3. Иммуномодулирующие эффекты бактериальных внеклеточных микровезикул
Figure 3. Immunomodulatory effects of bacterial extracellular microvesicles
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торов (BCR) IgD и мобилизации Ca2+ с последу-
ющим захватом BCR комплекса внутрь клетки. 
В дополнение к IgD BCR были обнаружены TLR9 
и TLR2. Было выделено два важных компонента 
везикул, необходимые для активации В-клеток: 
MID и неметилированные CpG-ДНК. Везикулы, 
содержащие MID, связанный с активированны-
ми тонзиллярными CD19+ IgD+ лимфоцитами, 
приводят к продукции IL-6 и IgM В-клетками в 
дополнение к увеличению плотности маркеров 
поверхности (HLA-DR, CD45, CD64 и CD86), 
в то время как MID-дефицитным везикулам не 
удается активировать В-клетки. ДНК, ассоци-
ированная с микровезикулами, индуцировала 
полную активацию В-клеток вследствие акти-
вации рецептора ДНК – TLR9. Таким образом, 
патоген использует везикулы, избегая прямого 
взаимодействия с клетками хозяина, и перепро-
граммирует иммунный ответ в сторону иммуно-
супрессии, сдерживая избыточные воспалитель-
ные реакции [99].

Ингибирование Т-клеток
Внеклеточные везикулы H. pylori являются 

мощным стимулятором иммунных клеток чело-
века, вызывающим пролиферацию и высвобож-
дение высоких концентраций как провоспали-
тельных (IL-6), так и противовоспалительных 
(IL-10) цитокинов. В то же время БМВ приво-
дят к ингибиции пролиферации Т-клеток, при-
чем не столько путем апоптоза [139], сколько за 
счет индукции экспрессии циклооксигеназы-2 
в моноцитах, причем независимо от наличия 
токсина [61]. Показано, что белки Opa, входя-
щие в соcтав везикул N. meningitidis, связывают 
иммунорецепторный тирозин-ингибирующий 
мотив-содержащий коингибирующий рецептор 
CEACAM1. При обработке CD4+ Т-лимфоцитов 
везикулами от Opa-экспрессирующих бактерий 
их активация и пролиферация в ответ на раз-
личные раздражители были остановлены. Этот 
иммуносупрессивный эффект предполагает, что 
локализованная инфекция создает «зону тормо-
жения» в результате диффузии мембранных кро-
вотечений в окружающие ткани и демонстрирует, 
что вакцины на основе везикул должны быть раз-
работаны на основе штаммов, которые не име-
ют CEACAM1-связывающих вариантов Opa [84, 
103]. В экспериментах с трансгенными мышами 
и везикулами менингококка было показано, что 
хотя титр антител IgG был одинаковым у обоих 
линий мышей, титры антител IgG, специфичные 
для очищенного белка OpaJ, были значительно 
ниже у мышей, экспрессирующих CEACAM1 че-
ловека, чем у нетрансгенных мышей [144]. 

В совокупности эти исследования показыва-
ют, что бактериальные везикулы играют важную 
роль, взаимодействуя с макрофагами/моноцита-
ми, и действуют как провоспалительные, так и 
противовоспалительные медиаторы в зависимо-

сти от конкретного штамма микроорганизма и 
условий окружающей среды.

Взаимодействие бактериальных микровезикул с 
другими типами клеток

Взаимодействие с эпителиальными клетками
Бактериальные микровезикулы активно взаи-

модействуют с клетками эпителия, именно здесь 
происходит первый контакт патогена и клеток 
хозяина, вследствие чего инициируется первич-
ная защитная реакция системы врожденного 
иммунитета. БМВ, секретируемые патогенными 
бактериями, содержат различные PAMP, такие 
как ЛПС, пептидогликаны, белки наружной и 
внутренней мембран, которые взаимодействуют 
с эпителиальными клетками в микроокружении, 
вызывая иммунные реакции во время колониза-
ции бактерий.

A. baumannii – оппортунистический пато-
ген, вызывающий различные виды инфекций, в 
том числе вентиляционную пневмонию, инфек-
цию мочевыводящих путей, кожные и раневые 
инфекции, парадонтит. БМВ, полученные из 
A. baumannii ATCC 19606T, индуцировали экс-
прессию генов провоспалительных цитокинов-
интерлейкинов IL-1β и IL-6, хемокинов, IL-8, 
воспалительного белка-1α макрофага и хемоат-
трактантного белка-1 моноцитов в эпителиаль-
ных клетках in vitro и in vivo, причем именно по-
верхностные белки бактериальных микровезикул 
ответственны за индукцию воспалительного от-
вета. Ранние воспалительные процессы, такие 
как вакуолизация, отслоение эпителиальных 
клеток и нейтрофильная инфильтрация, наблю-
дались в легких мышей, которым вводили БМВ 
A. baumannii; однако при введении везикул под-
кожно воспалительные реакции носили намного 
более выраженный характер. Ответ эпителия на 
БМВ A. baumannii может частично объяснить вы-
раженность врожденного иммунного ответа при 
колонизации или ранней инфекции [65]. Эти 
данные подтверждают данные по изучению род-
ственного патогена Acinetobacter nosocomialis, чьи 
БМВ были способны вызвать гибель эпителиаль-
ных клеток. Так, при обработке бактериальными 
БМВ эпителиальных клеток Hеp-2 наблюдали 
усиление транскрипции генов всех провоспали-
тельных цитокинов, включая, IL-1β, IL-6, IL-8, 
MCP-1, MIP-1α. Для оценки провоспалитель-
ного потенциала БМВ in vivo, последние вводи-
ли мышам интротрахеально, после окрашивания 
в образцах тканей наблюдали кровоизлияния и 
множественные инфильтраты нейтрофилов. Это 
убедительно свидетельствует о раннем воспали-
тельном процессе и цитотоксическом эффекте 
БМВ на эпителиальные клетки [90]. Способ-
ность отслаивать эпителиальные клетки ротовой 
полости in vitro была также показана для везикул 
P. gingivalis, содержащих гингипаины [42]. 
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Везикулы, высвобождаемые патогенными 
бактериями в кишечнике, могут взаимодейство-
вать с эпителиальными клетками и, в конечном 
счете, вызывать воспаление [132]. Вакуолирую-
щий цитотоксин VacA является фактором виру-
лентности, экспрессируемым 50-60% изолятов 
H. pylori [39], и индуцирует воспаление в эпите-
лиальных клетках, способствуя высвобождению 
IL-8 [132, 139]. Показано, что протеазы возбу-
дителя холеры Vibrio cholerae играют роль в па-
тогенезе заболевания. V. cholerae секретируют 
Zn-зависимую протеазу гемагглютинина (HAP) и 
кальций-зависимую трипсиноподобную серино-
вую протеазу (VesC) с помощью системы секреции 
II типа (TIISS). Эти же протеазы секретируются 
вместе с наружными мембранными везикулами 
и в активной форме транспортируются в эпите-
лиальные клетки кишечника человека. HAP, со-
держащаяся в БМВ, индуцирует апоптоз в клет-
ках Int407 и энтеротоксический ответ у мышей, 
тогда как ассоциированная с везикулами VesC 
вызвала некроз в клетках Int407 и увеличение се-
креции IL-8 в эпителиальных клетках кишечника 
человека. Было также обнаружено, что сериновая 
протеаза VesC играет роль в кишечной колониза-
ции штаммов холеры у взрослых мышей [89].

БМВ, продуцируемые грамотрицательными 
бактериями, могут быть распознаны TLR. Вза-
имодействие между микробиотой кишечника и 
TLR молекулами влияет на гомеостаз и иммун-
ные реакции. Было показано, что уровни мРНК 
TLR2 не были изменены везикулами B. fragilis, 
однако они существенно увеличили экспрессию 
гена TLR4 при концентрации везикул 360 мкг/ мл. 
Кроме того, везикулы B. fragilis уменьшали се-
крецию IFNγ и увеличивали синтез противовос-
палительных цитокинов (IL-4, IL-10). Авторы 
заключили, что везикулы B. fragilis и B. vulgatus 
играют ключевую роль в коммуникации между 
микробиотой кишечника и хозяином, особенно в 
модуляции иммунной системы, выступая в каче-
стве агентов, снижающих интенсивность иммун-
ных реакций [19, 86]. 

Помимо эпителиальных клеток желудочно-
кишечного тракта, микровезикулы бактерий спо-
собны проникать в эпителий дыхательной систе-
мы. БМВ M. catarrhalis-возбудителя заболеваний 
дыхательных путей связываются с липидными 
доменами в альвеолярных эпителиальных клет-
ках и проникают внутрь после взаимодействия 
с TLR2, вызывая провоспалительную реакцию и 
приводя к увеличению секреции IL-8 и экспрес-
сии ICAM-1 [111].

Взаимодействие с эндотелиальными клетками
В ранних работах было показано, что Borrelia 

burgdorferi продуцирует внеклеточные везику-
лы, которые содержат белки наружной OspA и 
OspB и способны проникать в клетки эндотелия 
человека HUVEC [122]. Показано, что внекле-

точный термостабильный компонент везикул 
N. meningitidis играет важную роль в токсичности 
бактерии и способен разрушать клетки эндоте-
лия in vitro [41].

P. gingivalis – один из основных патогенов, вы-
зывающих пародонтит у человека. Его внекле-
точные везикулы способны индуцировать острое 
воспаление, характеризующееся накоплением 
в соединительной ткани большого количества 
нейтрофилов. Этот клеточный ответ связан с 
экспрессией Е-селектина и ICAM-1 сосудисты-
ми эндотелиальными клетками. Показано так-
же, что везикулы P. gingivalis обладают намного 
более выраженной инвазивной эффективностью 
в отношении клеток эндотелия (HUVEC), фи-
бробластов десны человека (HGF) и кератоцитов 
человека (HOK) по сравнению с целыми бакте-
риальными клетками [59]. Кроме того, БМВ это-
го патогена могут ограничивать воспалительный 
ответ, установлено, что IFNγ-зависимый синтез 
молекул ГКГ класса II ингибируется везикула-
ми. Таким образом, везикулы P. gingivalis спо-
собны индуцировать и регулировать клеточные 
реакции, вовлеченные в воспаление, иницииро-
вать приобретенный иммунитет, ингибировать 
провоспалительные реакции [126]. Для БМВ 
Escherichia coli была показана способность ин-
дуцировать выработку эндотелиальными клет-
ками человека IL-6, тканевого фактора, тромбо-
модулина, а также молекул адгезии Р-селектина 
и Е-селектина, что приводит к рекрутированию 
провоспалительных лейкоцитов, агрегации и ко-
агуляции тромбоцитов. БМВ регулируют функ-
циональную экспрессию ICAM-1, VCAM-1 на 
поверхности клеток микрососудистого эндоте-
лия человека посредством активации NF-κB, 
вызывают агрегацию нейтрофилов в эндотелии 
легких [73, 124, 125]. Известно, что некоторые 
токсины кишечной палочки существуют в сво-
бодной форме, а некоторые ассоциированы с 
выделением бактериальных везикул. Цитоток-
сический фактор некротизации-1 (CNF1), Rho 
GTPase-активирующий бактериальный токсин 
способствует инвазии, вызывающих менингит 
E. coli K1 микрососудистых эндотелиальных кле-
ток мозга человека (HBMEC), которые являют-
ся барьером между кровяным руслом и мозгом. 
Субклеточный локализационный анализ CNF1 
показал, что YgfZ, периплазматический белок, 
способствует секреции CNF1 в ВМВ. Также по-
казано, что бактериальные микровезикулы пере-
носят ДНК и РНК, участвуя в горизонтальном 
переносе генов [91, 140]. 

Гемолизин EHEC (EHEC-Hly), способный 
вызывать диарею и гемолитический уремический 
синдром в результате травмы микрососудистого 
эндотелия, существует в двух формах-свобод-
ной и ассоциированной с везикулами [24]. Было 
изучено биологическое воздействие токсина, 
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ассоциированного с везикулами, на микрососу-
дистые эндотелиальные клетки головного мозга 
человека (HBMEC) и кишечные эпителиальные 
клетки (Caco2), которые являются основными 
мишенями во время инфекции [13].

Токсин, связанный с БМВ, захватывается 
клетками HBMEC и Caco-2 через динамически 
зависимый эндоцитоз БМВ и переносится с ве-
зикулами в эндолизосомальные компартменты. 
При подкислении эндосом и последующем сни-
жении pH, EHEC-Hly выделяется из везикул, 
выходит из лизосом, благодаря своей порообра-
зующей активности и атакует митохондрии. Это 
приводит к снижению трансмембранного потен-
циала митохондрий и транслокации цитохрома С 
в цитозоль, что свидетельствует о проницаемости 
мембран митохондрий EHEC-Hly. Последующая 
активация каспазы-9 и каспазы-3 приводит к 
апоптотической гибели клеток, о чем свидетель-
ствуют фрагментация ДНК и конденсация хро-
матина [26].

Взаимодействие с тучными клетками
БМВ Bifidobacterium longum KACC 91563 ин-

дуцировали апоптоз тучных клеток хозяина без 
влияния на Т-клеточный ответ и способны эф-
фективно отменять развитие пищевой аллергии 
in vivo [70]. 

Взаимодействие с эозинофилами
Эозинофильный катионный белок (ECP), ци-

тотоксический белок, содержащийся в гранулах 
эозинофилов, может способствовать различным 
воспалительным реакциям. Было обнаруже-
но, что эозинофилы, обработанные везикулами 
H. pylori, высвобождали значительно больше ECP 
по сравнению с необработанными. Эозинофиль-
ная дегрануляция в ответ на БМВ H. pylori про-
исходит по механизму, который зависит как от 
β2-интегрина CD11/CD18, так и ICAM-1 [75].

Взаимодействие с тромбоцитами
N. meningitidis способствуют тромбообразова-

нию через повышенную агрегацию тромбоцитов и 
тромбоцитов-лейкоцитов, а везикулы P. gingivalis 
являются мощными индукторами агрегации 
тромбоцитов человека и мышей in vitro [88, 100, 
118]. 

Взаимодействие с остеобластами и фибробла-
стами

Как уже упоминалось, БМВ способны ин-
дуцировать воспалительные реакции в фи-
бробластах десны человека [59,  60]. Кроме 
того, было установлено, что микровезикулы 
A. actinomycetemcomitans могут доставлять белки, 
в том числе биологически активный цитолеталь-
ный токсин (CDT), в цитозоль клеток HeLa и фи-
бробластов десны человека; показана роль БМВ в 
качестве индукторов активации NOD1-и NOD2-

зависимого NF-κB цитоплазматического пепти-
догликана в клетках THP-1, HEK293T [127].

Показано также, что остеобласты и сино-
виальные клетки могут захватывать БМВ, что 
приводит к секреции GM-CSF и IL-6, которые 
вовлечены в воспалительные процессы, разруше-
ние костей и тканей [87].

Последнее десятилетие число научных работ, 
посвященных роли бактериальных микровезикул 
в возникновении и развитии инфекционных за-
болеваний, а также механизмам взаимодействия 
клеток микроорганизма и макроорганизма, не-
уклонно растет.

Новые данные расширили наши знания в по-
нимании биогенеза БМВ, транспортировки кри-
тических молекул, механизма проникновения 
БМВ в эукариотические клетки. Бактериальные 
микровезикулы активно взаимодействуют с раз-
личными типами клеток человеческого организ-
ма и способны модулировать иммунный ответ 
как путем активации провоспалительных меха-
низмов, так и путем их подавления, уклонения от 
клеток иммунной системы. Это происходит в за-
висимости от конкретного штамма и условий сре-
ды. «Иммунное уклонение» позволяет родитель-
ским клеткам бактерий эффективно выживать в 
организме хозяина, усиливает их инвазивный по-
тенциал, снижая при этом уровень чрезмерных 
воспалительных реакций, который может вре-
дить обоим взаимодействующим участникам: од-
ним (микроорганизму) – уничтожением, другим 
(макроорганизму) – излишней агрессивностью и 
силой реакций, вызывающих жизнеугрожающее 
повреждение тканей и органов (полиорганная 
недостаточность при сепсисе). Дальнейшие ис-
следования этих механизмов позволят нам по-
разному модулировать иммунный ответ, осно-
вываясь на нашей способности изменять состав 
везикул, и, следовательно, использовать весь по-
тенциал технологии на основе микровезикул. 

Способность БМВ переносить ДНК, РНК, 
белки и различные метаболиты, преодолевать 
гематоэнцефалический барьер позволяют по-
новому взглянуть на ту роль, которую они играют 
в патогенезе неинфекционных воспалительных 
заболеваний, например таких, как болезнь Аль-
цгеймера [45, 81, 112]. Дальнейший интерес мо-
гут представлять исследования взаимодействий 
бактериальных везикул и нервной системы. Из-
вестно, что бактерии принимают участие в раз-
витии сепсис-ассоциированной энцефалопатии 
(SAE) и, хотя непосредственно бактериальных 
клеток в ликворе обнаружено не было, данные 
демонстрируют наличие микробных факторов: 
ЛПС, эндотоксинов, низкомолекулярных ми-
кробных метаболитов (продуктов микробной 
трансформации ароматичсеких аминокислот), в 
центральной нервной системе [1]. Можно пред-



1078

Shlykova D.S. et al.
Шлыкова Д.С. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

положить, что одной из движущих сил развития 
SAE и нарушения мозгового кровообращения яв-
ляется перенос факторов микробного патогенеза 
с помощью БМВ через гематоэнцефалический 
барьер. Поиск предикторов исхода септический 
осложнений и жизнеугрожающих состояний яв-

ляется актуальной и приоритетной задачей [2, 8, 
10], поэтому еще одним перспективным направ-
лением исследований БМВ может стать изучение 
способности микровезикул выступать в качестве 
диагностических биомаркеров и терапевтических 
инструментов [3, 9].
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ТРОМБОЦИТЫ В РАЗВИТИИ СЕПСИСА,  
СЕПТИЧЕСКОГО ШОКА И СИНДРОМА ПОЛИОРГАННОЙ 
НЕДОСТАТОЧНОСТИ
Серебряная Н.Б.1, Якуцени П.П.2
1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия 
2 ФГАОУ ВО «Санкт-Петербургский политехнический университет Петра Великого», Санкт-Петербург, 
Россия

Резюме. Участие тромбоцитов в развитии сепсиса наглядно иллюстрируют гемокоагуляционные 
нарушения и часто регистрируемая тромбоцитопения. У больных сепсисом тромбоцитопения разви-
вается быстро, минимальные количества пластинок регистрируются на четвертый день наблюдения, 
после чего количество тромбоцитов обычно повышается. Длительно регистрируемая тромбоцитопения 
и отсутствие относительного прироста тромбоцитов определены как предикторы смерти больных. Ме-
ханизмы развития тромбоцитопении при сепсисе очень разнообразны, но преобладающими являются 
периферические процессы, так называемое «потребление тромбоцитов», определяемое их активацией, 
хемотаксисом и изоляцией в микроциркуляторном русле. Недавно выявлен механизм ускоренного уда-
ления из циркуляции тромбоцитов с десиалированнными поверхностными гликопротеинами. Сиали-
дазы, также известные как нейраминидазы, широко представлены у вирусов и бактерий, причем фар-
макологическая ингибиция сиалидаз способна противостоять тромбоцитопении при инфекционном 
процессе. Выявлена ключевая роль тромбоцитов в развитии септического шока. Секвестрация тромбо-
цитов в микрососудах легких и мозга (которая проявляется как тромбоцитопения) сопровождается бы-
стрым выделением серотонина, который и обеспечивает развитие основных клинических проявления, 
таких как снижения АД, ЧСС и увеличение проницаемости капилляров. Для противодействия резкому 
выбросу этого медиатора предпринимаются попытки фармакологически ингибировать транспортер 
SERT селективными ингибиторами обратного захвата серотонина. Тромбоциты являются ключевыми 
участниками патогенеза таких проявления синдрома полиорганной недостаточности, как острое по-
чечное повреждение, острый респираторный дистресс-синдром, дисфункция миокарда и сепсис-ассо-
циированная энцефалопатия. Для восстановления нарушенной сосудистой проницаемости при этих 
состояниях, особенно сепсис-ассоциированной энцефалопатии, исследуется фармакологический ми-
метик рецепторов S1P. В обзоре обозначены возможные патогенетически значимые мишени, которые 
могут быть использованы для фармакологической коррекции состояний, связанных с сепсисом и со-
путствующей тромбоцитопенией.

Ключевые слова: сепсис, синдром полиорганной недостаточности, тромбоцитопения, тромбоциты, нейтрофилы, серотонин
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BLOOD PLATELETS IN THE DEVELOPMENT  
OF SEPSIS, SEPTIC SHOCK AND MULTIPLE ORGAN FAILURE 
SYNDROME
Serebryanaya N.B.a, Yakutseni P.P.b
a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b Peter the Great St. Petersburg Polytechnic University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Participation of blood platelets in the development of sepsis is clearly illustrated by hemocoagulation 
disorders and frequently observed thrombocytopenia. In the patients with sepsis, thrombocytopenia develops 
rapidly, with minimal platelet counts registered on the fourth day of observation, after which the platelet 
counts usually rise. Continuous thrombocytopenia and absence of a relative increase in platelets are considered 
predictors of patient death. The mechanisms of thrombocytopenia developing in sepsis are quite diverse, but 
the processes in periphery are prevailing, e.g., the so-called “platelet consumption” which is determined by 
their activation, chemotaxis and isolation in the microvasculature. Recently, a mechanism has been identified 
for the accelerated removal of platelets with desialized surface glycoproteins from the circulation. Sialidases, 
also known as neuraminidases, are widely present in viruses and bacteria, and pharmacological inhibition 
of sialidases is able to withstand thrombocytopenia in the infectious process. The key role of platelets in the 
development of septic shock was revealed. Sequestration of platelets in the microvessels of the lungs and brain 
(manifesting as thrombocytopenia) is accompanied by rapid serotonin release, thus underlying the main 
clinical manifestations, e.g., decreased blood pressure, heart rate and increased capillary permeability. To 
counteract sharp release of this mediator, pharmacological attempts are made to inhibit the SERT transporter 
by means of selective serotonin reuptake inhibitors. Blood platelets are key participants in the pathogenesis 
of multiple organ failure syndromes, such as acute renal damage, acute respiratory distress syndrome, 
myocardial dysfunction, and sepsis-associated encephalopathy. To restore impaired vascular permeability in 
these conditions, in particular, sepsis-associated encephalopathy, a pharmacological S1P receptor mimetic 
is under study. The review specifies possible pathogenetically significant targets that can be used to perform 
pharmacological correction of conditions associated with sepsis and concomitant thrombocytopenia.

Keywords: sepsis, multiple organ failure syndrome, thrombocytopenia, platelets, neutrophils, serotonin

Введение
Сепсис – угрожающая жизни острая орган-

ная дисфункция, осложняющая течение инфек-
ционных и травматических процессов [85]. По 
статистическим оценкам в мире от него ежегодно 
умирает более 5 млн человек [32]. В промышлен-
но развитых странах сепсис представляет собой 
одну из трех основных причин смерти, при этом 
смертность в различных популяциях колеблется 
в пределах 20-50% [63]. С возрастом заболевае-
мость сепсисом увеличивается: так, в Соединен-
ных Штатах более 60% больных старше 65 лет, и 
для них риск смерти выше, чем для более моло-
дых лиц [61].

При развитии сепсиса появляются клиниче-
ские и биохимические признаки дисфункции 
различных органов, параллельно гистологиче-
ская картина повреждений в этих органах сви-
детельствует о наличии воспаления с миграцией 
воспалительных клеток (нейтрофилов и моно-
цитов), развитием интерстициального отека, об-
условленного повышенной проницаемостью 
капилляров, нарушениями эпителия при очень 
незначительной гибели клеток апоптозом или 

некрозом [86]. Выявленные тканевые поврежде-
ния при сохранении жизнеспособности клеток 
свидетельствуют о высокой вероятности наруше-
ний, которые могут быть обратимы при нормали-
зации регуляторных сигналов. 

Согласно Третьему международному консен-
сусу по определению сепсиса и септического 
шока (Сепсис-3) «сепсис возникает в результате 
нарушения регуляции ответа макроорганизма на 
инфекцию [85]. Однако до настоящего времени 
нет достаточного понимания патофизиологиче-
ских процессов, приводящих к нарушению ре-
гуляции при сепсисе. В последние десятилетия 
дисрегуляцию при сепсисе традиционно описы-
вают терминами «системный воспалительный 
ответ (SIRS – systemic inflammatory response)», 
«компенсаторный противовоспалительный от-
вет (CARS – compensatory anti-inflammatory 
response)», и «синдром смешанного антагони-
стического ответа (MARS – Mixed Antagonists 
Response Syndrome)», при котором повышены 
как про-, так и противовоспалительный меди-
аторы [1]. Попытки связать регуляторные на-
рушения с аномальной активностью клеток им-
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мунной системы и избытком производимых ими 
цитокинов («цитокиновый шторм») привели к 
разработке лечебных стратегий, направленных 
на блокирование активности провоспалительных 
цитокинов. Однако обнадеживающая в начале 
антицитокиновая терапия не показала достаточ-
ной эффективности и не позволила существенно 
уменьшить смертность от сепсиса [17]. 

Попыткой выйти из не оправдавших надежды 
патогенетических концепций сепсиса, сконцен-
трированных преимущественно на состоянии 
клеток иммунной системы, являются новые на-
правления – исследования клеток крови, вовле-
ченных в септический процесс, защитная функ-
ция которых ранее не учитывалась. Поскольку 
развитие сепсиса связывают с инфицированием 
циркуляторного русла, естественно предполо-
жить, что в патологический процесс вовлекаются 
наиболее многочисленные клетки крови – эри-
троциты и тромбоциты. Эритроциты все еще 
известны преимущественно как переносчики 
кислорода, однако теперь они определены и как 
клетки, обладающие особым электрохимиче-
ским бактерицидным механизмом – оксицито-
зом, а также способностью модулировать реак-
ции врожденного иммунного ответа [10]. Участие 
тромбоцитов в развитии сепсиса и ранее было 
очевидно из-за часто развивающихся гемокоагу-
ляционных нарушений и регистрируемой у зна-
чительной доли пациентов тромбоцитопении. 
Количество тромбоцитов традиционно учиты-
вается клиницистами при вычислении индекса 
SOFA (Sepsis-related Organ Failure Assessment), 
нацеленного на определение степени тяжести ор-
ганной дисфункции у больных в критических со-
стояниях [99]. Однако теперь тромбоцитам уде-
ляют большее внимание из-за раскрытия их роли 
в защите от инфекций, регуляции воспаления и 
иммунных реакций [4]. 

Обычным ответом тромбоцитов при распозна-
вании микроорганизмов является их активация. 
Активированные тромбоциты взаимодействуют 
с другими клетками посредством двух основных 
механизмов: усиления экспрессии рецепторов 
на клеточной поверхности и высвобождения 
цитоплазматических гранул, которые содержат 
иммуномодулирующие белки, Toll-подобные 
рецепторы, молекулы адгезии, хемокины и фак-
торы свертывания [5, 27]. Активированные ком-
понентами бактерий тромбоциты создают стой-
кие агрегационные комплексы с лейкоцитами и 
эндотелием. Агрегаты тромбоцитов с нейтрофи-
лами позволяют синхронизировать активность 
этих клеток в производстве реактивных ради-
калов кислорода. В сформировавшемся едином 
пространстве создается существенное количе-
ство липидных медиаторов за счет арахидоно-
вой кислоты, которая поставляется тромбоцитам 
активированными нейтрофилами в везикулах, и 

ферментов, обеспечивающих синтез лейкотрие-
нов LTB4 LTC4, простагландина H2 и тромбокса-
на B2 присутствующих в тромбоцитах [75]. В этих 
условиях повышается продукция нейтрофилами 
тромбоцитарного фактора 4 (PF4), формируют-
ся внеклеточные сети-ловушки нейтрофилов 
(NET). Моноциты при контакте с тромбоцитами 
приобретают воспалительный фенотип и усили-
вают адгезию к эндотелию, высвобождение тка-
невого фактора и цитокинов [12]. Образующиеся 
при активации лейкоцитов и тромбоцитов ре-
активные радикалы, высвобождаемые протеазы 
активируют эндотелиальные клетки, которые 
приобретают прокоагулянтный фенотип [98]. 
Повышение уровня тканевого фактора, инициа-
тора каскада свертывания, приводит к образова-
нию тромбина, который превращает фибрино-
ген в фибрин и далее активирует тромбоциты. 
Активированные тромбоциты, в свою очередь, 
также способствуют образованию фибрина [58]. 
То есть создаются условия для системного сме-
щения равновесия в сторону прокоагуляции, что 
является необходимым условием для развития 
ДВС-синдрома и полиорганной недостаточности 
(СПОН). Таким образом, «неиммунные» клетки 
крови выходят в последние годы на переднюю 
линию при изучении процессов, способных регу-
лировать воспаление, приводящее к септическо-
му шоку, расстройству клеточного метаболизма и 
полиорганной недостаточности.

Тромбоцитопения при сепсисе
Термин «тромбоцитопения» используют при  

снижении количества тромбоцитов ниже 
100  ×  109/л (нормальный диапазон у взрослых 
150-400  ×  109/л), а снижение количества тромбо-
цитов ниже 50 × 109/л расценивают как тяжелую 
тромбоцитопению, она развивается ~ у 5-20% 
больных сепсисом. Умеренная тромбоцитопения 
ассоциирована с развитием СПОН и неблагопри-
ятным прогнозом, тяжелая – может приводить к 
кровотечениям [47, 90].

Критическая важность тромбоцитопении при 
сепсисе была наглядно продемонстрирована в 
эксперименте. При инфицировании мышей че-
рез дыхательные пути Klebsiella pneumonia сниже-
ние количества тромбоцитов до уровня < 1% или 
от 1 до 9% (путем введения антитромбоцитарных 
антител) приводило к значительному снижению 
выживания животных, которое было пропор-
ционально степени тромбоцитопении. Степень 
тромбоцитопении определяла также увеличение 
количества высеваемых бактерий из легких, кро-
ви и отдаленных органов. Интересно, что при 
уровне тромбоцитов в крови ниже 1% продукция 
провоспалительных цитокинов мононуклеарами 
периферической крови была повышена, что со-
впадало с повышением свертывания крови и ак-
тивацией эндотелиальных клеток [27].
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В другом экспериментальном исследовании 
сепсиса, вызванном Е. coli АТСС 25922, показа-
но, что при эндотоксемии тромбоцитопения уве-
личивает смертность, усиливает полиорганную 
недостаточность, а переливание тромбоцитов 
смертность снижает. Тромбоцитопения в этом 
эксперименте также увеличивала сывороточную 
концентрацию фактора некроза опухоли альфа 
(TNFα) и интерлейкина-6 (IL-6), но не приво-
дила к развитию кровотечений. Поскольку ос-
новным источникам упомянутых провоспали-
тельных цитокинов в сыворотке крови являются 
макрофаги, были исследованы различные факто-
ры тромбоцитов по их воздействию на макрофаги 
в условиях эндотоксемии. Выявили, что подавле-
ние провоспалительной гиперактивности макро-
фагов тромбоцитами зависит от липидных меди-
аторов тромбоцитов, продуктов циклоксигеназы 
ЦОГ-1 [101]. 

У больных сепсисом тромбоцитопения раз-
вивается быстро, в первые четыре дня она вы-
является у 15-58% больных [13, 89, 96]. Изуче-
ние динамики тромбоцитопении у больных в 
отделениях реанимации и интенсивной терапии 
(ОРИТ) показало, что минимальные количества 
пластинок регистрировались на четвертый день 
наблюдения, после чего количество тромбоцитов 
возрастало. Длительно регистрируемая тромбо-
цитопения и отсутствие относительного при-
роста тромбоцитов были предикторами смерти 
больных [6]. В другом исследовании больных в 
критических состояниях показано, что снижение 
количества тромбоцитов на 4-й день на 30% от 
исходного уровня хорошо предсказывает боль-
ничную летальность и является более надежным 
прогностическим показателем, чем абсолютное 
количество тромбоцитов [66]. Действительно, 
риск смерти у больных сепсисом с низким ко-
личеством тромбоцитов повышен [46]. Причем 
низкие уровни тромбоцитов связаны с септиче-
ским шоком и с увеличенной 30-дневной леталь-
ностью [96]. У больных с малым количеством 
тромбоцитов повышены плазменные уровни 
IL-8 и IL-10, усилена активации эндотелия (по 
экспрессии межклеточной адгезионной молеку-
лы ICAM-1, хемокина флакталкина) и увеличена 
активность коагуляции при снижении концен-
трации антитромбина [21].

Механизмы развития тромбоцитопении при 
сепсисе и системном воспалении очень разноо-
бразны [80]. Предполагается, что преобладаю-
щими являются периферические процессы, так 
называемое «потребление тромбоцитов», опре-
деляемое их активацией, хемотаксисом и изоля-
цией в микроциркуляторном русле [55]. Также 
обсуждаются иммунное разрушение [19, 92] и 
диссеминированное внутрисосудистое сверты-
вание крови [69]. О сохранности мегакариоцито-
поэза при сепсисе свидетельствуют нормальное 

количество мегакариоцитов в костном мозге, 
увеличение доли и абсолютного количества не-
зрелых (ретиткулярных) тромбоцитов [94].

Один из механизмов, приводящих к тромбо-
цитопении, связан с взаимодействием активи-
рованных тромбоцитов и нейтрофилов. Тром-
боциты экспрессируют TLR4 (рецептор для 
бактериальных липополисахаридов – ЛПС), 
который участвует в их активации и инициирует 
взаимодействие с нейтрофилами [40]. Активиро-
ванные тромбоцитами нейтрофилы стимулиру-
ются к образованию NET (Neutrophil extracellular 
traps), в которых задерживаются и затем погибают 
патогенные микроорганизмы [60]. Содержащие-
ся в NET нити ДНК, гистоны и антимикробные 
белки нейтрофилов стимулируют дальнейшую 
активацию и агрегацию тромбоцитов [8, 34]. По-
казано, что в ответ на ЛПС развивается быстрая и 
глубокая тромбоцитопения, которая обусловлена 
скоплением тромбоцитов в легких [40, 60].

Тромбоцитопения развивается даже у тех боль-
ных сепсисом, у которых нет признаков диссе-
минированного внутрисосудистого свертывания. 
В некоторых случаях тромбоцитопения связана с 
фиксацией на тромбоцитах IgG в составе иммун-
ных комплексов (ИК) [24]. В эксперименте при 
введении мышам ИК тромбоцитопения возника-
ла быстро (< 10 минут), и далее количество тром-
боцитов постепенно возрастало, снижаясь на ~ 20 
и 50% от уровня интактных животных через 1 час 
и 24 часа соответственно. Возникновение тром-
боцитопении в этом эксперименте критически 
зависело от экспрессии тромбоцитами Fc рецеп-
тора для IgG (FcγRIIA), и процессы цитопении не 
распространялись на эритроциты, моноциты или 
нейтрофилы [40]. При обследовании больных во 
время эпизодов септицемии также выявляли по-
вышенные уровни IgG, связанного с тромбоци-
тами. Причем между количеством тромбоцитов и 
количеством IgG, ассоциированного с тромбоци-
тами, была выявлена обратная зависимость [24].

Возможность быстрого удаления из цирку-
ляции тромбоцитов, фиксирующих IgG и/или 
иммунные комплексы, связана со способностью 
тромбоцитов активировать комплемент. Наличие 
на тромбоцитах FcγRIIA и рецепторов для ком-
понентов комплемента (CR2, CR3, CR4, C3aR, 
C5aR, gC1qR и cC1qR) определяет возможность 
взаимодействие тромбоцитов с бактериями, оп-
сонизированными IgG и/или компонентами 
комплемента [109]. При этом тромбоциты, акти-
вированные при взаимодействии с бактериями 
или ИК, способствуют дальнейшей активации 
системы комплемента, что может приводить к 
лизису тромбоцитов [89]. Реализацию этого ме-
ханизма у больных с септическим шоком под-
тверждают сниженные в результате потребления 
уровни ряда компонентов комплемента [31]. 
Кроме того, показано, что животные, лишенные 
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комплемента, частично защищены от развития 
тромбоцитопении, вызванной инфузией бакте-
рий [15]. 

В 2013 году был выявлен еще один механизм 
тромбоцитопении при сепсисе, связанный с 
удалением остатков сиаловых кислот из поверх-
ностных гликопротеинов тромбоцитов. В гомео-
статических условиях при старении тромбоцитов 
происходит ремоделирование поверхностных 
гликопротеинов (десиалирование), что позво-
ляет гепатоцитам определять старые пластинки 
и удалять их из кровотока. Этот процесс рас-
познавания десиалированных тромбоцитов осу-
ществляется гепатоцитами с помощью рецептора 
Эшвелла–Морелла (AMR) [39]. Сигнал, прово-
димый в гепатоциты при эндоцитозе рецепто-
ра Эшвелла–Морелла, связанного с лигандом, 
определяет усиление продукции тромбопоэти-
на (ТРО). ТРО является основным регулятором 
продукции тромбоцитов, поддерживающим вы-
живание, пролиферацию и дифференцировку 
мегакариоцитов, предшественников тромбоци-
тов. Таким образом, с помощью AMR гепатоциты 
запускают механизм физиологической обратной 
связи, обеспечивающий замену старых тромбо-
цитов новыми [42].

На мышиной модели сепсиса, вызванном 
Streptococcus pneumonia, было показано, что де-
сиалирование тромбоцитов нейраминидазой 
патогена (NanA) приводит к их ускоренному 
удалению из циркуляции и выраженной тром-
боцитопении [39]. Сиалидазы, также известные 
как нейраминидазы, широко представлены в ви-
русах, бактериях и клетках млекопитающих [64]. 
Неактивированные тромбоциты имеют внутрен-
ний пул сиалидаз, которые выделяются при ак-
тивации и гидролизируют концевые фрагменты 
сиаловых кислот в гликопротеинах тромбоцитов, 
способствуя «старению» пластинок и удалению 
их из циркуляции гепатоцитами [39]. 

Расшифровка вышеописанного механизма 
тромбоцитопении позволила предположить, что 
блокирование сиалидаз может противостоять 
развитию тромбоцитопении, связанной с инфек-
цией. В клинической практике для лечения грип-
па используют ингибитор вирусной нейрамини-
дазы препарат осельтамивир (также известный 
как тамифлю) [43]. При лечении больных грип-
пом осельтамивир приводит к повышению коли-
чества тромбоцитов, как при тромбоцитопении, 
обусловленной инфекционным процессом, [48, 
65] так и у больных хронической иммунной тром-
боцитопенией, заболевших гриппом [78]. У 83,3% 
больных с тяжелым сепсисом при добавлении 
осельтамивира на фоне антибактериальной те-
рапии период восстановления нормального ко-
личества тромбоцитов составил 5 дней вместо 7 
в группе сравнения. То есть ингибиция сиалидаз 
способна противостоять тромбоцитопении, свя-

занной с инфекционным процессом [59]. Однако 
к существенному росту уровня тромбоцитов при-
водило только длительное лечения осельтамиви-
ром [78].

Септический шок и тромбоциты
Септический шок определяется как подтип 

сепсиса, который имеет более высокий риск 
смертности, чем летальность при сепсисе, и ха-
рактеризуется глубокими нарушениями кровоо-
бращения (при которых для поддержания сред-
него артериального давления выше 65 мм рт. ст. 
требуются вазопрессоры), клеточными и метабо-
лическими нарушениями (уровень лактата в сы-
воротке более 2 ммоль/л (> 18 мг/дл) [85]. Клини-
ческие подтверждения связи тромбоцитопении и 
септического шока убедительно представлены в 
проспективном многоцентровом когортном ис-
следовании, проведенном во Франции, в кото-
ром проанализировали динамику клинических 
параметров и степень тромбоцитопении у 1486 
больных [93].

Роль тромбоцитов в развитии септическо-
го шока была детально исследована в условиях 
эксперимента. Введение мышам, трансгенным 
по рецептору человека FcγRIIA, иммунных ком-
плексов или их индукторов (вирусных частиц 
Herpes simplex сенсибилизированным реципиен-
там), приводит к потере сознания, падению ар-
териального давления, поверхностному дыханию 
и снижению температуры тела, что совпадает с 
клинической картиной септического шока [24]. 
При развитии шока тромбоциты изолировались 
в основном сосудах легких и мозга, что приво-
дило к быстрому, в течение 10 минут, появлению 
глубокой тромбоцитопении (~10% от исходного 
количества тромбоцитов). В микроциркулятор-
ном русле легких и мозга проходила дегрануля-
ции тромбоцитов, после чего они возвращались 
в циркуляцию. Мыши с предсуществующей 
тромбоцитопенией (> 98%) были полностью за-
щищены от развития шока. Детальное изучение 
факторов, связанных с активированными тром-
боцитами, показало, что шок был вызван высво-
бождением из гранул тромбоцитов серотонина 
(5-hydroxytryptamine, 5-HT). После восстановле-
ния численности тромбоцитов в циркуляции они 
не были активированы и не находились в состоя-
нии программируемой гибели, но содержание 
гранул в тромбоцитах заметно снижалось, а ~30% 
циркулирующих тромбоцитов практически пол-
ностью не имели серотонина [24].

Серотонин известен, прежде всего, как ней-
ротрансмиттер, однако в организме человека 
~95% серотонина находится в желудочно-кишеч-
ном тракте и только 5% – в мозге [36]. Серото-
нин также определен как медиатор воспаления, 
рецепторы к нему присутствуют на клетках им-
мунной системы [44]. Одним из эффектов серо-
тонина как нейротрансмиттера является сниже-
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ние артериального давления и частоты сердечных 
сокращений [57]. Действуя на периферии, серо-
тонин также меняет тонус сосудов, действуя на 
эндотелиальные клетки как вазодилататор [97]. 
Тромбоциты захватывают серотонин в месте его 
синтеза – двенадцатиперстной кишке, сохра-
няют и выпускают в момент активации [103]. 
Концентрация серотонина в крови строго регу-
лируется специфичным транспортером SERT, 
представленном на поверхности тромбоцитов и 
эндотелия. SERT удаляет серотонин из плазмы 
крови и увеличивает его внутриклеточные уров-
ни. Воздействуя на специфические рецепторы, 
серотонин регулирует состояние цитоскелета эн-
дотелия, определяя его барьерную функцию. Во 
время сепсиса повышение плазменных уровней 
серотонина ассоциировано с его повышением 
и в эндотелиальных клетках, что приводит к ка-
скаду событий (активация киназы p21, фосфори-
лирование виментина, пространственная пере-
стройка, ассоциированного с ним E-кадгерина), 
изменяющих структуру плотных соединений эн-
дотелиальных клеток, и приводит к нарушению 
барьера проницаемости и «протеканию» капил-
ляров [82].

Другой важной мишенью серотонина, выде-
ляемого тромбоцитами при сепсисе, являются 
нейтрофилы. Нейтрофилы привлекаются вы-
свобождаемым из активированных тромбоци-
тов хемокиновым гетеродимером CCL5-CXCL4 
[40]. Предполагается, что нейтрофилы в ответ на 
серотонин, продуцируют фосфолипидный ме-
диатор, фактор активации тромбоцитов (Platelet 
Activating Factor – PAF) который далее может 
способствовать развитию шока после выброса 
серотонина [24]. В цитируемом выше экспери-
менте, где введение ИК мышам, трансгенным 
по FcγRIIA, индуцировало развитие шока, серо-
тонин из тромбоцитов выделяется, но при отсут-
ствии нейтрофилов шок не развивался. Посколь-
ку отсутствие нейтрофилов не препятствовало 
вазодилатации, это позволило заключить, что 
тромбоциты, выделяя серотонин, управляют и 
активацией нейтрофилов, и функцией эндотели-
альных клеток [29].

Возможности серотонина при развитии 
СПОН, индуцированном введением зимозана, 
исследовали на мышах, у которых блокировали 
образование серотонина или фармакологически 
(подавлением фермента триптофангидроксила-
зы-1, TPH1) или путем генетического нокаута 
TPH1. Дефицит серотонина приводил к значи-
тельному снижению объема перитонеального 
экссудата, нейтрофильной инфильтрации, уров-
ня почечной недостаточности, нитрозативного 
стресса и образования цитокинов. Кроме того, в 
конце периода наблюдения (7 дней) было пока-
зано, что дефицит серотонина у мышей способен 

снизить тяжесть заболевания, что проявлялось 
уменьшением системной токсичности, потерей 
массы тела и снижением смертности [108].

Учитывая роль серотонина как индуктора 
острой воспалительной и сосудистой реакции, 
предпринимались попытки использования фар-
макологических ингибиторов SERT (селектив-
ных ингибиторов обратного захвата серотони-
на – СИОЗС) пароксетина, флуоксетин и других 
препаратов при сепсисе. Их применении умень-
шало «протекание» капилляров почек и улучша-
ло почечную перфузии у мышей с полимикроб-
ным сепсисом [50]. Результаты клинического 
использования этих препаратов неоднозначны, 
рандомизированные интервенционные иссле-
дования не проведены, и пока сохраняется не-
определенность в отношении безопасности и по-
лезности использования СИОЗС в критических 
ситуациях.

Участие тромбоцитов в развитие СПОН 
Факторами риска неблагоприятного исхода у 

пациентов с сепсисом являются острая почечная 
недостаточность/повреждение, острый респира-
торный дистресс-синдром, дисфункция миокар-
да и сепсис-ассоциированная энцефалопатия [5, 
49, 52, 72]. В зависимости от предшествующего 
состояния тканей и особенностей патогенов, на-
рушения в различных органах могут проявляться 
неравномерно. Тромбоциты – активные участ-
ники процессов, ведущих к СПОН. Их актива-
ция компонентами микроорганизмов в крово-
токе усиливает адгезию к эндотелию, приводит к 
формированию тромбоцитарно-лейкоцитарных 
агрегатов и NET, способствуют образованию ми-
кротромбов в мелких сосудах (иммунотромбоз) 
и нарушению микроциркуляции [25, 38]. Вовле-
ченные в иммунотромбоз клетки крови и эндо-
телий высвобождают цитокины и хемокины, что 
приводит к дальнейшему привлечению воспали-
тельных клеток, и без устранения причин их пер-
воначальной активации этот процесс может стать 
самоподдерживающимся и приводить к тканевой 
гипоксии и полиорганной недостаточности. Ко-
нечным акцептором кислорода на субклеточном 
уровне является цепь переноса электронов в ми-
тохондриях. Дисфункция митохондрий широко 
исследуется и обсуждается как возможный меха-
низм повреждения органов при сепсисе. В пользу 
этой концепции свидетельствует отсутствие рас-
пространенного клеточного апоптоза и некроза у 
пациентов с СПОН, а также быстрое восстанов-
ление функции органов после разрешения сепси-
са [45]. Митохондриальная дисфункция во время 
сепсиса также выявлена в тромбоцитах, причем 
изменения митохондриального дыхании корре-
лируют с тяжестью заболевания [73, 87].

Связь между активацией тромбоцитов и 
нарушением функции почек подтверждает-
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ся наличием корреляция между количеством в 
крови микрочастиц, выделяемых активирован-
ными тромбоцитами, и концентрацией моче-
вины и креатинина, наблюдаемой у больных с 
сепсисом [95]. Острая почечная недостаточность 
(ОПН), как считают, также является следствием 
активации тромбоцитов и лейкоцитарной ин-
фильтрацией микрососудов почечных клубоч-
ков [84]. P-селектин, хранящийся в α-гранулах 
тромбоцитов и в эндотелиальных клетках, уча-
ствует в привлечении лейкоцитов к капиллярам 
почки. Блокирование Р-селектина антителами 
защищает мышей от ОПН, ослабляя привлече-
ния нейтрофилов [84].

Острый респираторный дистресс-синдром 
(ОРДС) клинически проявляется развитием оте-
ка легких и тяжелой гипоксемией. Патогенез 
этого синдрома связывают со скоплением избы-
точного количества тромбоцитов и нейтрофилов 
в сосудах легких, последующим повреждением 
эндотелия, тромбообразованием, нарушением 
альвеолярно-капиллярного барьера, окислитель-
ным стрессом и разрушением сурфактанта [103]. 
У больных с ОРДС в бронхоальвеолярной ла-
важной жидкости присутствуют тромбоциты с 
признаками полной активации [16]. При мо-
делировании ОРДС показано, что увеличение 
концентрации высвобождаемых тромбоцитами 
тромбоксана A2 и растворимого P-селектина 
коррелирует с увеличением активности нейтро-
филов и развитием ОРДС [107]. Напротив, тром-
боцитопения [40] или блокирование P-селектина 
антителами [105] приводят к уменьшению при-
влечения нейтрофилов в легочный интерстиций. 
Эта защитная роль умеренной тромбоцитопении 
в эксперименте позволила некоторым авторам 
сформулировать предположение о возможной 
«полезности» тромбоцитопении при сепсисе, 
которая не кажется убедительной с учетом суще-
ственного противовоспалительного регуляторно-
го потенциала тромбоцитов в отношении воспа-
лительных моноцитов/макрофагов [101].

Активированные тромбоциты, по-видимому, 
задействованы и в развитии септической кардио-
миопатии [33]. В эксперименте тромбоцитарные 
микрочастицы, инкубированные с изолирован-
ными препаратами сердца и папиллярных мышц, 
обеспечивающих раскрытие сердечных клапа-
нов, вызывают угнетение сокращений миокар-
да [12]. Развитие нарушений сердечной деятель-
ности ассоциированы с изменением функций 
тромбоцитов, эндотелия, митохондриальными 
дисфункциями, несбалансированным окисли-
тельным стрессом [33, 70].

Участие тромбоцитов в развитии патологии 
ЦНС при сепсисе – сепсис-ассоциированной 
энцефалопатии (САЭ) – изучено мало, однако 
это не свидетельствует о незначительности уча-

стии тромбоцитов в развитии данной патологии. 
Нормальная деятельность ЦНС возможна только 
при полной функциональной сохранности гема-
тоэнцефалического барьера (ГЭБ), важнейшей 
составляющей которого является эндотелий. Эн-
дотелиальный барьер в ЦНС обеспечивает более 
высокий уровень защиты мозга, чем существует 
в других тканях. При повреждении ГЭБ клетки 
макрофагальной природы, которые резидентно 
присутствуют в мозге (перициты, микроглия) 
оказываются в измененной, «неиммуноприве-
легированной» среде и изменяют паттерн тради-
ционного поведения на провоспалительный [3]. 
Тромбоциты – основные регуляторы проница-
емости сосудистой стенки, и любая тромбоци-
топения (независимо от генеза) приводит к по-
вышению проницаемости неповрежденных, не 
вовлеченных в воспаление микрососудов [53]. 
Поскольку мозг расположен в полости с неиз-
меняемым объемом (череп), нарушение эндо-
телиального барьера и увеличение фильтрации 
жидкости в значительно большей степени, чем 
в других тканях, увеличивает интерстициаль-
ное давление, что может привести к сдавлению 
кровеносных сосудов и ограничению кровото-
ка [77]. Обнаружено, что у пациентов с сепсисом 
церебральный кровоток значительно ниже, чем в 
норме [14, 91].

Важнейшим фактором, поддерживающим 
эндотелиальный барьер, является сфинголипид-
ный медиатор сфингозин-1-фосфат (S1P), ко-
торый постоянно секретируется в циркуляции 
эритроцитами и тромбоцитами. Причем эри-
троциты важный источник S1P в плазме в гоме-
остатических состояниях, тогда как тромбоциты 
высвобождают этот медиатор при активации, и 
скорость его высвобождения зависит от степе-
ни их активации [56]. Во время воспалительных 
состояний S1P является регулятором функций 
не только эндотелия ГЭБ, но также астроцитов, 
нейронов и глии [18]. На поверхности эндоте-
лиальных клеток S1P связывается с рецептором 
S1P, активируя ГТФазы Rac и Rho вместе с про-
теинкиназой C, что приводит к увеличению вну-
триклеточного кальция, транскрипции актина 
и модификации цитоскелета. Состояние актина 
(образование актинового кольца и модификация 
актин-связывающих белков) критично для ста-
билизации эндотелиального барьера [35, 81, 68].  
S1Р и фармакологический миметик рецепто-
ров S1P FTY-720 (финголимод) модифицируют 
функции эндотелий, уменьшая его проницае-
мость [76], а в условиях ЛПС-индуцированного 
воспаления обладают способностью восстанав-
ливать эндотелиальный барьер [71]. Финголимод 
в настоящее время одобрен для лечения рассеян-
ного склероза [18], он также обладает значитель-
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ным потенциалом при лечении других патологи-
ческих состояний [37], включая САЭ.

Заключение
Тромбоциты при сепсисе являются первыми 

клетками крови, распознающими компоненты 
микроорганизмов, проникающие из тканей. Они 
запускают воспалительные и иммунные реакции, 
течение которых определяется многими факто-
рами, связанными как с микроорганизмом, так 
и с состоянием организма-хозяина в целом и 
функциональными возможностями его отдель-
ных органов и систем. Тромбоцитопения и тром-
боцитарные дисфункции часто регистрируются 
во время сепсиса, и не вызывает разногласий 
утверждение, что очень низкий уровень тромбо-
цитов коррелирует с высокой вероятностью ле-
тального исхода. Однако наиболее важной пред-
ставляется выявленная связь тромбоцитопении с 
развитием септического шока.

Представленные в обзоре данные свидетель-
ствуют, что к тромбоцитопении при сепсисе ве-
дет много путей, и поэтому трудно рассчитывать 
на эффективность одного универсального подхо-
да к коррекции этого состояния. До настоящего 
времени наиболее эффективным ингибитором 
гиперактивного состояния тромбоцитов являет-
ся гепарин. Показано, что препараты нефракци-
онированного гепарина у септических больных 
не только улучшают тканевую перфузию, но и 
препятствуют снижению количества тромбоци-
тов [104]. Использование препаратов нефракци-
онированного или низкомолекулярного гепари-
на позволяет снизить активацию тромбоцитов, 
нарушая их взаимодействию с нейтрофилами и 
эндотелием (ингибируется связывание с лиган-
дами P-селектина, L-селектина и интегринов 
α4ç1 и αIIbç3) [100]. Кроме того, гепарин блоки-
рует хемокины (например, MIP-2 и CXCL12), что 
также способствует снижению активности воспа-
ления [42]. Именно эта противовоспалительная 
активность гепарина (которая у некоторых син-
тетических аналогов отделена от антикоагулянт-

ной) позволяет его использовать при ряде вос-
палительных заболеваний без риска индукции 
кровотечений [57, 106].

При различных воспалительных процессах 
для снижения уровня активации тромбоцитов 
широко используются ингибиторы ЦОГ-1 (аце-
тилсалициловая кислота) и блокатор пуринер-
гического АДФ-рецептора P2Y12 (клопидогрел, 
тикагрелол). Их антиагрегантная активность 
хорошо изучена. Показано, что при атероскле-
розе эти препараты могут снижать уровень 
С-реактивного белка, Р-селектина и лейкоци-
тарно-тромбоцитарных агрегатов [67, 74]. Пред-
полагали, что эти препараты могут быть исполь-
зованы и для профилактики и лечения сепсиса. 
Опубликовано много экспериментальных и пи-
лотных клинических исследований, которые все-
ляли определенный оптимизм [7], но в широких 
рандомизированных исследованиях, некоторые 
из которых одни уже завершены, а другие про-
должаются, существенного влияния аспирина на 
течение СПОН пока не показано [22, 23, 30, 54]. 

Представляется, что своевременные фармако-
логические воздействия на патогенетически зна-
чимые мишени могут быть успешны в ситуациях 
персонализированной, патогенетически оправ-
данной терапии. Примером такого механизма, 
который способен заблокировать неконтроли-
руемую активацию клеток в тромбоцитарно-лей-
коцитарных-эндотелиальных агрегатах, может 
быть ингибирование формирования NET за счет 
связывания NET-ассоциированного гистона 
H4. В модели сепсиса на животных показано, 
что связывание этого белка защищает от ДВС-
синдрома [9]. Кроме того, для разрушения NET 
планируют использовать внутривенную ДНКазу, 
которая снижает повреждение органов у живот-
ных [63]. Однако для разработки новых лечебных 
технологий и реального снижения смертности 
больных с сепсисом необходимо углубление и 
расширение знаний о патогенезе сепсиса с уче-
том «неиммунных» клеток крови – тромбоцитов 
и эритроцитов.
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ВОЗМОЖНОСТИ ИММУНОКОРРЕКЦИИ ДЛЯ СНИЖЕНИЯ 
УРОВНЯ ЗАБОЛЕВАЕМОСТИ ЛЮДЕЙ В РАЙОНАХ 
С НЕБЛАГОПРИЯТНЫМИ ПРОФЕССИОНАЛЬНЫМИ 
И ЭКОЛОГИЧЕСКИМИ ФАКТОРАМИ
Петленко С.В.1, Головачева Е.Г.2, Афанасьева О.И.2
1 ФГБУН «Институт токсикологии» Федерального медико-биологического агентства России, Санкт-
Петербург, Россия  
2 ФГБУ «Научно-исследовательский институт гриппа имени А.А. Смородинцева» Министерства 
здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Как показали проведенные исследования, длительный профессиональный контакт с хи-
мическими ксенобиотиками способствует сенсибилизации иммунной системы и развитию типовых 
иммунопатологических процессов – аллергии и аутоиммунной патологии. Характер и выраженность 
нарушений иммунной системы зависит от спектра и длительности воздействия неблагоприятных 
факторов и особенностей профессиональной деятельности на химически опасных объектах. При ис-
следовании структурно-функциональных изменений клеточного, гуморального и некоторых факто-
ров врожденного иммунитета, у людей, работающих и проживающих в районах с неблагоприятной 
экологической обстановкой, выявлен ряд иммунологических нарушений, которые можно характери-
зовать как вторичные иммунодефицитные состояния, клиническими проявлениями которых являет-
ся увеличение частоты острых респираторных инфекций и других хронических заболеваний. Профи-
лактике и лечению вторичных иммунодефицитных состояний, при которых наблюдается снижение 
количества лимфоцитов, экспрессирующих CD3, CD4, CD8, в настоящее время уделяется большое 
внимание. Положительный опыт применения высокоэффективных лекарств на основе регуляторных 
пептидов тимуса, являющихся биорегуляторами, воздействующими на различные звенья гомеостаза 
для коррекции нарушений иммунитета, вызванных воздействием радиации и других отравляющих 
веществ, определил цель исследования. Цель исследования – оценить изменения иммунитета и эф-
фективность иммунокоррекции с применением иммунотропных препаратов: Тимоген спрей назаль-
ный дозированный и Цитовир-3 капсулы, у людей, работающих и проживающих в условиях повы-
шенной химической загрязненности. Обследованы 249 человек в возрасте от 18 лет до 63 лет из числа 
работников ГКУ «Полигон "Красный Бор"», имеющие длительный профессиональный контакт с 
компонентами промышленных токсичных отходов. Группу 1 составили сотрудники администрации, 
в группу 2 вошли водители грузового спецтранспорта. Контрольной группой были 137 работников 
автопредприятий Санкт-Петербурга. Продолжительность катамнестического наблюдения составила 
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1 год. Пациенты с выявленным снижением показателей клеточного иммунитета получили иммуно-
тропные препараты на основе Альфа-глутамил-триптофана (Тимоген спрей назальный дозированный 
(Тимоген) – 62 человека и комбинированный препарат Цитовир-3 капсулы (Цитовир) – 31 человек). 
Через 14 дней после окончания курса проведено повторное иммунологическое исследование. В про-
цессе иммунотропной терапии у обследуемых лиц отмечено увеличение относительного содержания 
субпопуляций CD3+, CD4+, CD8+, нормализация нарушений функциональной активности кислород-
зависимого метаболизма системы полиморфноядерных нейтрофильных гранулоцитов в НСТ-тесте, а 
также гармонизация содержания сывороточных иммуноглобулинов. Катамнестическое наблюдение 
в течение одного года показало высокую эффективность применения препаратов, проявлявшуюся 
снижением уровня острой инфекционной и обострений хронической заболеваемости органов дыха-
ния и желудочно-кишечного тракта. В группе 1 со стажем от 1 до 5 лет у пациентов, получавших Ти-
моген, заболеваемость частыми ОРВИ снизилась на 37%, а бронхолегочной патологией – на 25% от 
исходного уровня. У пациентов 2-й группы с длительным стажем работы (более 5 лет) в неблагопри-
ятном районе, получавших Тимоген, снижение уровня острой респираторной заболеваемости было 
в 4,0 раза, других заболеваний органов дыхания в 1,5 раза, органов пищеварения в 1,75 раз. У людей 
1-й и 2-й групп со стажем работы до 1 года, получивших Цитовир-3, уровень заболеваемости ОРВИ 
снизился в 1,95 и 2,0 раза соответственно. Показано, что своевременное выявление нарушений им-
мунной системы, индуцированных воздействием комплекса факторов химически опасного объекта, 
и проведение селективной иммунокорригирующей терапии способствует снижению уровня острой и 
хронической заболеваемости у лиц, работающих в экологически неблагоприятных условиях.

Ключевые слова: иммуноэпидемиологические исследования, экология, иммунодефицитные состояния, клеточный 
иммунитет, восстановление иммунной реактивности, Тимоген, Цитовир-3

OPPORTUNITIES FOR IMMUNOCORRECTION AIMING FOR 
REDUCTION OF MORBIDITY IN THE AREAS WITH ADVERSE 
OCCUPATIONAL AND ENVIRONMENTAL CONDITIONS
Petlenko S.V.a, Golovacheva E.G.b, Afanasieva O.I.b
a Research Institute of Toxicology, Federal Medical-Biological Agency, St. Petersburg, Russian Federation  
b A. Smorodintsev Research Institute of Influenza, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. Previous studies have shown that prolonged professional contact with chemical xenobiotics 
contributes to sensitization of immune system and development of typical immunopathological processes, i.e., 
allergies and autoimmune diseases. Origin and severity of immune system disorders depends on the spectrum 
and duration of exposure to adverse factors and patterns of professional activity at the chemically hazardous 
facilities. The study of structural and functional changes in cellular, humoral and some factors of innate 
immunity in people working and living in areas with unfavorable environmental conditions revealed a number 
of immunological disorders that can be characterized as secondary immunodeficiency conditions, which may 
manifest with increased frequency of acute respiratory infections and other chronic diseases. Much attention 
is given to prevention and treatment of secondary immunodeficiency conditions, which are associated with 
decreased numbers of lymphocytes expressing CD3, CD4, CD8. The purpose of the study was determined by 
recent positive experience of using highly effective drugs based on thymic regulatory peptides affecting various 
steps of homeostasis, in order to correct immune disorders caused by exposure to radiation and other toxic 
substances. The aim of this study was to evaluate changes in immunity and effectiveness of immune correction 
by means of immunotropic drugs, i.e., Thymogen nasal spray, and Cytovir-3 capsules, in the cohorts living 
and working under the conditions of heavy chemical exposure. We observed 249 persons aged 18 years to 63 
years recruited from the employees of the “Polygon “Krasny Bor” State Enterprise. The people had long-
term professional contacts with the components of industrial toxic waste were under examination. Group 1 
consisted of the administration staff, group 2 included drivers of special cargo transport. The control group 
consisted of 137 employees at the car enterprises in Saint Petersburg. The duration of follow-up observation 
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was 1 year. The patients with a detected decrease in cellular immunity received immunotropic drugs based on 
alpha-glutamyl-tryptophan (Thymogen nasal spray dosed (Thymogen, 62 persons), or combined encapsuleted 
Cytovir-3 drug (Cytovir, 31 cases). 14 days after finishing the course, a second immunological study was 
conducted. 

Following the immunotropic therapies, the subjects showed an increase in relative content of CD3+, CD4+, 
and CD8+ subpopulations, normalization of functional oxygen-dependent metabolism of polymorphonuclear 
neutrophil granulocyte system in the NBT test, as well as harmonization of the content of serum immunoglobulin 
contents. The one-year follow-up showed high effectiveness of these drugs, as shown by decreased incidence 
of acute infectious and lower exacerbation rates of chronic respiratory and gastrointestinal diseases. For the 
group 1 with working experience of 1 to 5 years, the persons who received Thymogen exhibited lower incidence 
of acute respiratory viral infections (a 37% decrease), like as less frequency of bronchopulmonary diseases 
(by 25% from the baseline). The patients with long-term work experience in an unfavorable area (Group 2), 
who received Thymogen, have shown four-fold reduction in acute respiratory morbidity, decreased frequency 
of other respiratory diseases (1.5-fold), and disorders of digestive organs (a 1.75-fold decrease). Among 
persons from the 1st and 2nd groups with work experience of up to 1 year, who received Cytovir-3, the SARS 
incidence decreased by 1.95 and 2.0 times, respectively. It is shown that timely detection of immune system 
disorders induced by the influence of complex harmful chemical factors, and administration of selective 
immunocorrecting therapy may contribute to reduction of acute and chronic morbidity in the people working 
under unfavorable environmental conditions.

Keywords: immunoepidemiological research, ecology, immunodeficiency disorders, cellular immunity, recovery of immune 
competence, thymogen, cytovir-3

Введение 
Современная многоотраслевая хозяйственная 

структура, помимо целевых продуктов промыш-
ленной деятельности, обуславливает образование 
значительного количества разнообразных хими-
ческих отходов производства и потребления [9, 
18, 22]. Бесконтрольное захоронение и утилиза-
ция промышленных токсичных отходов создают 
условия для воздействия на работников пред-
приятий и население близлежащих территорий 
химических ксенобиотиков различных классов 
опасности, что может представлять значитель-
ную угрозу экологии и здоровью населения [2, 5, 
12].

Структурно-функциональные изменения им-
мунной системы являются закономерным след-
ствием длительного комплексного воздействия 
неблагоприятных факторов химически опасного 
объекта. Характер и выраженность нарушений 
иммунной системы зависит от спектра воздей-
ствующих токсикантов их химической струк-
туры, продолжительности экспонирования и 
величины ксенобиотической нагрузки, а также 
особенностей профессиональной деятельности 
на химически опасных объектах [3, 20, 26].

Многолетний опыт иммуноэпидемиологиче-
ских исследований людей, работающих и про-
живающих в экологически неблагоприятных 
районах, показал, что воздействие комплекса 
факторов химической опасности на иммунную 
систему (ИС) имеет ряд особенностей, заключа-

ющихся в развитии фазных нарушений различ-
ных элементов иммунной системы, что является 
причиной снижения иммунной реактивности 
организма человека. Нарушения структурности 
клеточного звена иммунной системы проявля-
лись уменьшением относительного и абсолют-
ного содержания Т-лимфоцитов и снижением 
функциональной активности полиморфно ядер-
ных нейтрофилов (ПМН), что зависело от усло-
вий работы и продолжительности воздействия 
токсичных соединений или экотоксикантов на 
экологически опасных объектах [1, 27].

Проявление вторичного иммунодефицитного 
состояния у этой категории людей характери-
зуется изменением структуры заболеваемости с 
увеличением относительного количества нозо-
логических форм инфекционного, аллергическо-
го и аутоиммунного синдромов. Частые острые 
респираторные вирусные инфекции (ОРВИ), в 
свою очередь, могут сопровождаться формиро-
ванием вторичных иммунодефицитных состоя-
ний [17, 19, 23]. 

Нарушения иммунологической реактивности, 
в свою очередь, служат предпосылкой для разви-
тия целого ряда тяжелых соматических заболева-
ний, таких как патология сердечно-сосудистой и 
нервной систем, хронические инфекции органов 
дыхания и желудочно-кишечного тракта, аллер-
гические и аутоиммунные процессы, различные 
виды новообразований, в связи с чем необходимо 
применение иммунокорригирующих препаратов 
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для восстановление иммунной реактивности [14, 
19, 21].

Основным критерием назначения иммуно-
тропных препаратов должно быть соответствие 
между селективностью их воздействия на иммун-
ную систему и характером выявленных наруше-
ний. Благодаря исследованиям в области органо-
типических биопрепаратов и установлению роли 
пептидов в регуляции физиологических функций 
организма современная иммунофармакология 
располагает средствами, обладающими высокой 
избирательностью действия на различные эле-
менты иммунной системы, такие как селектив-
ные иммунотропные препараты Тимоген и Цито-
вир-3 («Цитомед», Россия) [8, 16].

Тимоген относится к новой генерации тимо-
миметиков – синтетических аналогов регуля-
торных пептидов вилочковой железы. Действу-
ющее вещество представляет собой дипептид 
L-глутамин-L-триптофан. Препарат обладает 
высокоизбирательным действием в отношении 
различных популяций Т-лимфоцитов, индуци-
руя ускоренную пролиферацию и дифференци-
ровку иммунокомпетентных клеток.

Недавние исследования показали, что Тимо-
ген активирует экспрессию TLRs и RLRs рецеп-
торов, участвующих в реакциях врожденного 
и приобретенного иммунитета, опосредующих 
ативирусную и иммуномодулирующую активно-
сти препарата [18].

Тимоген имеет три лекарственные формы: 
раствор для инъекций, дозированный назальный 
спрей и крем. 

В состав комплексного препарата Цитовир-3 
входят тимоген (0,0005 г в виде натриевой соли), 
бендазол (0,02 г) и аскорбиновая кислота (0,05 г). 
Препарат обладает противовирусным действием, 
обладает антиоксидантной активностью в со-
четании с активацией врожденного иммуните-
та [12, 13, 16]. 

Цель исследования – оценить изменения им-
мунитета и эффективность иммунокоррекции 
с применением препаратов Тимоген спрей на-
зальный дозированный и Цитовир-3 капсулы, у 
людей, работающих и проживающих в условиях 
повышенной химической загрязненности эко-
токсикантами или токсичными отходами про-
мышленного производства. 

Материалы и методы
На базе кафедры военно-полевой терапии 

Военно-медицинской академии им. С.М. Киро-
ва Санкт-Петербурга при выполнении научно-
практической работы Государственного заказа 
было проведено обследование состояния иммун-
ной системы 249 человек в возрасте от 18 до 63 лет 

из числа сотрудников ГКУ «Полигон „Красный 
Бор“» в рамках существующей системы меди-
цинского обеспечения людей, подверженных 
влиянию факторов химической опасности. Про-
грамма и дизайн исследования были одобрены 
этическим комитетом Военно-медицинской ака-
демии им. С.М. Кирова. У всех пациен тов было 
получено информированное согласие на про-
ведение исследования. На этапе скрининга ис-
пользована собственная модификация анкеты-
опросника, предложенной Орадовской И.В., для 
выявления лиц, составляющих группу риска раз-
вития иммунологической недостаточности (ИН), 
что является показанием к иммунотропной тера-
пии [11, 13].

В условиях амбулаторно поликлинической 
практики у пациентов применяли Тимоген в ле-
карственной форме спрей назальный, дозиро-
ванный и Цитовир-3 в лекарственной форме кап-
сулы. Основная группа пациентов с выявленным 
уменьшением относительного и абсолютного 
содержания Т-лимфоцитов и снижением функ-
циональной активности полиморфно ядерных 
нейтрофилов (ПМН), была разделена на группу 
1, в которую вошли сотрудники административ-
но-хозяйственного отдела (АХО). Из них 32 че-
ловека со стажем работы от 1 до 5 лет получили 
Тимоген. Суточная доза препарата составила 100 
мкг (4 дозы – по 2 впрыска в каждый носовой 
ход) в один прием. Продолжительность курса те-
рапии – 10 дней. Во 2-ю группу вошли водители 
специального транспорта со стажем от 1 до 5 лет 
и больше 5 лет, по 15 человек в группе, которые 
также получили Тимоген. 

В 1-й группе 16 человек и во 2-й группе 15 че-
ловек со стажем до 1 года получили Цитовир-3. 
Цитовир-3 назначался по схеме, рекомендован-
ной производителем, которая включает ежеднев-
ный 3-разовый прием (по 1-й капсуле) в течение 
4 дней. Повторный курс по аналогичной схеме 
проводили через 14 дней после окончания перво-
го приема препарата. В первой группе женщины 
составили 65% (31 человек). Во второй мужчины 
составили 100% обследованных. Через 14 дней 
после окончания курса Тимогена и Цитовир-3 
всем сотрудникам, получавшим препараты, было 
проведено повторное иммунологическое ис-
следование. Контрольной группой были 137 ра-
ботников автопредприятий г. Санкт-Петербурга 
со сходными условиями и характером трудовой 
дея тельности за исключением контакта с токсич-
ными отходами, не получавшие никаких препа-
ратов. По возрастному и гендерному признакам 
контрольная и основная группы были репрезен-
тативны.
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Определение содержания основных субпо-
пуляций иммунокомпетентных клеток в пе-
риферической крови с фенотипами зрелых 
Т-лимфоцитов (CD3+), Т-хелперов (CD4+), ци-
тотоксических клеток (СD8+), B-лимфоцитов 
(CD20+), NK-клеток (CD56+) проводили мето-
дом лазерной проточной цитофлуориметрии 
на приборе “FAX-TRAKE” (Becton Dickinson, 
США). Оценка функциональной активности 
кислородзависимого механизма бактерицидно-
сти фагоцитов (гранулоцитов) крови in vitro, ха-
рактеризующей состояние и степень активации 
внутриклеточной НАДФ-Н-оксидазной анти-
бактериальной системы ПМН проводилась по 
НСТ-тесту, основанному на способности частиц 
нитросинего тетразолия, поглощенных нейтро-
филом, под действием активных форм кислорода 
менять окраску при восстановлении в формазан. 
Оценивался индекс стимуляции, равный отно-
шению стимулированного зимозаном НСТ-теста 
к спонтанному НСТ-тесту, описываемый ранее 
как коэффициент резервной метаболической ем-
кости системы полиморфноядерных нейтрофи-
лов (РМЕ) [11, 16, 26].

Количественное определение иммуноглобу-
линов классов M, G и A в сыворотке крови прово-
дили методом ИФА с наборами фирмы HUMAN 
(Германия); определение уровня циркулирую-
щих иммунных комплексов (ЦИК) средней мас-
сы проводили по методу преципитации 3,5% рас-
твором полиэтиленгликоля (ПЭГ) 6000 (SERVA, 
Германия).

Статистический анализ данных, имеющих па-
раметрический характер распределения значений 
в выборке, проводился с расчетом средних пока-
зателей и стандартного отклонения. Достовер-
ность разности двух средних или относительных 
величин оценивали по показателю t-критерия 
Стьюдента. Достоверность различий между груп-
пами выявляли с помощью критерия Колмо-
горова–Смирнова и критерия χ2. Критический 
уровень достоверности нулевой статистической 
гипотезы (р) принимали равным 0,05 или 0,01.

Для статистического анализа непараметричес-
ких данных использовали метод корреляционной 
зависимости с определением дисперсии и расче-
том коэффициентов корреляции по Спирмену 
и Кендаллу для 95 и 99% уровней значимости, а 
в ряде случаев применяли регрессионный ана-
лиз [14]. 

Результаты
Анализ анкет 249 человек для диагностики 

иммунологической недостаточности, выпол-
ненный врачом медицинской части ГКУ «По-
лигон „Красный Бор“», помимо выборки людей 

в группу риска развития нарушений иммунной 
системы, показал информацию об изменении 
структуры текущей заболеваемости сотрудников. 
Клинически «маркерной» патологией проявле-
ния вторичного иммунодефицитного состояния 
были выделены частые ОРВИ, хронические за-
болевания органов дыхания и желудочно-кишеч-
ного тракта.

При первичном иммунологическом обследо-
вании сотрудников 1-й группы, имеющих стаж 
работы на предприятии менее 1 года, выявлено 
снижение относительного содержания общей 
популяции CD3+, как за счет CD4+, так и CD8+. 
При этом абсолютное число CD3+ и CD4+ было 
статистически значимо меньше, чем в группе 
сравнения. На рисунке отражены результаты 
обследования пациентов до и после иммунокор-
рекции в сравнении с контрольной группой (не 
получавшие препараты работники автопредпри-
ятий г. Санкт-Петербург) (рис. 1). 

Увеличение спонтанного НСТ-теста позволя-
ет предположить повышение антигенной раздра-
женности неактивированных in vitro гранулоци-
тов крови за счет воздействия неблагоприятного 
экологического воздействия, что снижает уро-
вень РМЕ нейтрофилов [3, 11, 13]. 

Основным лабораторным результатом двух 
курсов приема препарата Цитовир-3 была вы-
раженная тенденция к нормализации ранее на-
рушенных показателей иммунной системы. От-
мечено достоверное увеличение абсолютного 
содержания лимфоцитов с фенотипами СD3+, 
CD4+, CD8+ (p < 0,05). Динамика гуморально-
го иммунитета выражалась в снижении исходно 
повышенных концентраций иммуноглобулинов 
классов М и G при синхронном повышении со-
держания исходно сниженной сывороточной 
фракции IgА. РМЕ системы полиморфноядер-
ных нейтрофилов повысилась в 2,8 раза (р < 0,05) 
за счет достоверного снижения показателя ба-
зальной НСТ-активности. 

32 человека из 1-й группы работников адми-
нистративного отделения со стажем работы от 1 
года до 5 лет получили Тимоген. По сравнению с 
результатами первичного обследования в струк-
туре лимфоидных клеток достоверно возрастало 
абсолютное содержание CD3+, общей популяции 
CD4+ и, в несколько меньшей степени СD8+, до-
стигая значений у пациентов контрольной груп-
пы (рис. 2). 

Применение препарата сопровождалось до-
стоверным повышением абсолютного числа CD3+ 
за счет CD4+ и CD8+ лимфоцитов. Контрольное 
обследование выявило повышение соотноше-
ния НСТ-стимулированной к НСТ-спонтанной 
более чем на 60,0%, преимущественно за счет 
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статистически значимого снижения спонтанной 
активности нейтрофилов, что свидетельствовало 
о повышении резерва кислородзависимых ме-
ханизмов микробицидной активности системы 
ПМН (р < 0,05). 

Во 2-й группе водителей со стажем работы до 
1 года отмечалось статистически значимое сниже-
ние абсолютного содержания CD3+ за счет CD4+  
клеток на фоне тенденции к снижению отно-
сительного их содержания, что могло отражать 
интенсивность неблагоприятного воздействия 
комплекса факторов предприятия по захороне-
нию и уничтожению промышленных токсичных 
отходов [2, 3, 7, 11]. 

 Отмечалось повышенное содержание IgG при 
дефицитности сывороточной фракции IgА по 
сравнению с этими показателями в контрольной 
группе, что могло свидетельствовать об угнете-

нии функциональной активности иммунокомпе-
тентных клеток (ИКК) (рис. 3). 

Также у пациентов 2-й группы водителей со 
стажем до 1 года выявлена повышенная базаль-
ная активность ПМН в спонтанном НСТ-тесте 
на фоне сохраненных показателей стимулиро-
ванного НСТ-теста, что приводило к статисти-
чески значимому снижению их соотношения по 
сравнению с группой контроля. После двух кур-
сов Цитовира-3 отмечено увеличение этого по-
казателя на 75% за счет двукратного снижения 
базальной НСТ-активности, что свидетельствует 
о повышении резерва кислородзависимых меха-
низмов микробицидной активности ПМН.

Увеличение абсолютного содержания СD3+ 
лимфоцитов отмечалось в среднем на 56,0%, а 
СD4+ – на 73,0%. Также выявлено достоверное 
повышение содержания сывороточного Ig А.

Рисунок 1. Показатели иммунологической эффективности препарата Цитовир-3 у лиц 1-й группы (стаж работы до 
1 года), M±s
Примечание. А – субпопуляционный состав лимфоцитов крови (абсолютное количество); Б – субпопуляционный состав 
лимфоцитов крови (относительное количество); В – содержание иммуноглобулинов в сыворотке крови; Г – базальный (НСТ-
базал) и стимулированный (НСТ-стим) уровни активации антибактериальной системы нейтрофилов; Д – РМЕ – резервная 
метаболическая емкость в НСТ-тесте; Лф – лимфоциты; * – различия статистически значимы по сравнению с обследованием 
до лечения (р ≤ 0,05); ** – различия статистически значимы по сравнению с контролем (р ≤ 0,05).
Figure 1. Indicators of immunological effectiveness of the drug Cytovir-3 in group 1 (work experience up to 1 year), M±s
Note. A, subpopulation composition of blood lymphocytes (absolute amount). B, subpopulation composition of blood lymphocytes (relative 
amount). C, serum immunoglobulin content. D, basal (NBT-basal) and stimulated (NBT-stim) activation levels of the neutrophil antibacterial 
system. Е, RMC – reserve metabolic capacity in the NBT-test. Lph, lymphocytes. *, differences are statistically significant compared  
to the pre-treatment examination (р ≤ 0.05); **, differences are statistically significant compared to the control (р ≤ 0.05).
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Рисунок 2. Показатели иммунологической эффективности препарата Тимоген у лиц 1-й группы (стаж работы от 1 
до 5 лет), M±σ 
Примечание. А – субпопуляционный состав лимфоцитов крови (абсолютное количество); Б – субпопуляционный состав 
лимфоцитов крови (относительное количество); В – базальный (НСТ-базал) и стимулированный (НСТ-стим) уровни активации 
антибактериальной системы нейтрофилов; Г – РМЕ – резервная метаболическая емкость в НСТ-тесте; Лф – лимфоциты; * – 
различия статистически значимы по сравнению с обследованием до лечения (р ≤ 0,05); ** – различия статистически значимы 
по сравнению с контролем (р ≤ 0,05).
Figure 2. Indicators of immunological effectiveness of the drug Thymogen in group 1 (work experience from 1 to 5 years), M±σ 
Note. A, subpopulation composition of blood lymphocytes (absolute amount). B, subpopulation composition of blood lymphocytes (relative 
amount). С, basal (NBT-basal) and stimulated (NBT-stim) activation levels of the neutrophil antibacterial system. D, RMC – reserve metabolic 
capacity in the NBT-test. Lph, lymphocytes. *, differences are statistically significant compared to the pre-treatment examination (р ≤ 0.05);  
**, differences are statistically significant compared to the control (р ≤ 0.05).

У лиц 2-й группы той же профессиональной 
категории, но имеющих более продолжительный 
стаж работы в условиях повышенной химической 
опасности (от 1 года до 5 лет) при первом исследо-
вании отмечалось статистически значимое сни-
жение абсолютного количества Т-лимфоцитов 
CD3+, в основном за счет субпопуляции CD4+ 
клеток, а также увеличение базального НСТ-
теста по сравнению с контрольной группой [25, 
27].

Данные пациенты 2-й группы ГКУ «Полигон 
„Красный Бор“» получили курс Тимогена. Ис-
следование иммунной системы на 14-й день по-
сле окончания применения препарата показало 
восстановление до показателей группы контроля 
субпопуляционной структуры Т-системы с уве-
личением абсолютного содержания лимфоцитов 
CD3+ на 63,0%, а CD4+ на 75,0%, с повышением 

индекса дифференцировки. В результате приме-
нения препарата отмечено достоверное (р < 0,05) 
снижение базального значения НСТ-теста 
(рис. 4). 

У 15 человек 2-й группы водителей с длитель-
ным стажем работы от 5 до 10 лет при первом об-
следовании отмечались изменения количествен-
ных и функциональных параметров клеточного 
иммунитета в сторону снижения, тогда как отно-
сительное и абсолютное число NK-клеток CD56+ 
было выше показателей контрольной группы на 
49,3 и 45% соответственно (рис. 5). 

Также отмечалось статистически значимое 
увеличение IgA в сыворотке крови и снижение 
соотношения стимулированного и базального 
НСТ-теста по сравнению с показателями в кон-
трольной группе, что могло свидетельствовать о 
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Рисунок 3. Показатели иммунологической эффективности препарата Цитовир-3 у водителей спецтранспорта 2-й 
группы (стаж работы до 1-го года), M±σ 
Примечание. А – субпопуляционный состав лимфоцитов крови (абсолютное количество); Б – субпопуляционный состав 
лимфоцитов крови (относительное количество); В – содержание иммуноглобулинов в сыворотке крови; Г – базальный (НСТ-
базал) и стимулированный (НСТ-стим) уровни активации антибактериальной системы нейтрофилов; Д – РМЕ – резервная 
метаболическая емкость в НСТ-тесте; Лф – лимфоциты; * – различия статистически значимы по сравнению с обследованием 
до лечения (р ≤ 0,05); ** – различия статистически значимы по сравнению с контролем (р ≤ 0,05).
Figure 3. Indicators of immunological effectiveness of the drug Cytovir-3 in special transport drivers of group 2 (work experience up 
to 1 year), M±σ 
Note. A, subpopulation composition of blood lymphocytes (absolute amount); B, subpopulation composition of blood lymphocytes (relative 
amount); C, serum immunoglobulin content; D, basal (NBT-basal) and stimulated (NBT-stim) activation levels of the neutrophil antibacterial 
system; Е, RMC – reserve metabolic capacity in the NBT-test; Lph, lymphocytes; *, differences are statistically significant compared to the pre-
treatment examination (р ≤ 0.05); **, differences are statistically significant compared to the control (р ≤ 0.05). 

повышенной ксенобиотической нагрузке на им-
мунную систему [11, 23, 24, 28].

У данных пациентов, после курса Тимогена 
отмечалось повышение абсолютного содержания 
общей популяции Т-лимфоцитов CD3+ на 42,3% 
за счет увеличения числа CD4+ и CD8+ на 47,6 и 
25,0% соответственно, статистически значимое 
снижение относительного и абсолютного со-
держания CD56+ NK-клеток в периферической 
крови достигая соответствующих значений кон-
трольной группы. 

Соотношение НСТ-стимулированного и НСТ- 
спонтанного статистически значимо увеличи-
лось, а содержание IgA в сыворотке крови ста-
тистически значимо снизилось по сравнению с 
первичным обследованием (р ≤ 0,05). 

Выявленные изменения показателей клеточ-
ного и гуморального иммунитета у пациентов 1-й 
и 2-й групп, получавших как Цитовир-3, так и 
Тимоген соответствовали высокой клинической 
эффективности в отношении заболевания острой 
респираторной вирусной инфекции, оценива-
емой в течение 1-го года с момента проведения 
терапии (рис. 6).

У лиц, вошедших в основную группу, отмеча-
лось статистически значимое превышение уров-
ня инфекционной заболеваемости, чем в группе 
контроля в основном за счет частых ОРВИ. Ана-
лиз уровня заболеваемости ОРВИ на 1000 чело-
век у сотрудников 1-й и 2-й группы до проведе-
ния лечебно-профилактических мероприятий 
выявил наиболее высокую частоту обращений у 
сотрудников 1-й группы при стаже работы менее 
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Рисунок 4. Показатели иммунологической эффективности препарата Тимоген у лиц 2-й группы (стаж работы от 1 
до 5 лет), M±σ 
Примечание. А – субпопуляционный состав лимфоцитов крови (абсолютное количество); Б – субпопуляционный состав 
лимфоцитов крови (относительное количество); В – содержание иммуноглобулинов в сыворотке крови; Г – базальный (НСТ-
базал) и стимулированный (НСТ-стим) уровни активации антибактериальной системы нейтрофилов; Д – РМЕ – резервная 
метаболическая емкость в НСТ-тесте; Лф – лимфоциты; * – различия статистически значимы по сравнению с обследованием 
до лечения (р ≤ 0,05); ** – различия статистически значимы по сравнению с контролем (р ≤ 0,05).
Figure 4. Indicators of immunological effectiveness of the drug Thymogen in group 2 (work experience from 1 to 5 years), M±σ 
Note. A, subpopulation composition of blood lymphocytes (absolute amount). B, subpopulation composition of blood lymphocytes (relative 
amount). C, serum immunoglobulin content. D, basal (NBT-basal) and stimulated (NBT-stim) activation levels of the neutrophil antibacterial 
system. Е, RMC – reserve metabolic capacity in the NBT-test. Lph, lymphocytes. *, differences are statistically significant compared  
to the pre-treatment examination (р ≤ 0.05); **, differences are statistically significant compared to the control (р ≤ 0.05).

1 года и 2-й группы со стажем от 5 до 10 лет, пре-
вышая заболеваемость в контрольной группе бо-
лее чем в 5 раз.

За период катамнестического наблюдения в 
контрольной группе заболеваемость «маркер-
ной» патологией: частые ОРВИ, хронические за-
болевания органов дыхания и желудочно-кишеч-
ного тракта, оставалась на исходном уровне. 

У сотрудников 1-й и 2-й группы, получив-
ших курс Цитовира-3, улучшение структурно-
функцио нальных параметров различных ком-
партментов иммунной системы сопровождалось 
статистически значимым снижением уровня 
острой инфекционной заболеваемости верхних 
отделов респираторного тракта в 1,94 раза в 1-й 
группе и в 2 раза во 2-й группе. У пациентов, по-
лучавших Тимоген во 2-й группе при стаже рабо-

ты от 5 до 10 лет, показано снижение заболевае-
мости ОРВИ в 4 раза (р < 0,01). 

Частота других воспалительных заболеваний 
верхних дыхательных путей и ЖКТ во 2-й груп-
пе водителей грузового специального транспор-
та характеризовалась повышенным уровнем, по 
сравнению с уровнем заболеваемости в 1-й груп-
пе независимо от стажа работы (табл. 1). 

Катамнестическое наблюдение в 1-й группе у 
лиц со стажем от одного года до 5 лет, получав-
ших Тимоген, в течение следующего года показа-
ло снижение хронической патологии органов ды-
хания и ЖКТ от исходного уровня на 25 и 21,5% 
соответственно. 

Во 2-й группе клинико-иммунологическая 
эффективность Тимогена и Цитовира-3 была 
выше и в целом не зависела от стажа работы. По-
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Рисунок 5. Показатели иммунологической эффективности препарата Тимоген у лиц 2-й группы (стаж работы 
от 5 до 10 лет), M±σ 
Примечание. А – субпопуляционный состав лимфоцитов крови (абсолютное количество). Б – субпопуляционный состав 
лимфоцитов крови (относительное количество). В – содержание иммуноглобулинов в сыворотке крови. Г – базальный  
(НСТ-базал) и стимулированный (НСТ-стим) уровни активации антибактериальной системы нейтрофилов. Д – РМЕ – резервная 
метаболическая емкость в НСТ-тесте. Лф – лимфоциты. * – различия статистически значимы по сравнению с обследованием  
до лечения (р≤ 0,05); ** – различия статистически значимы по сравнению с контролем (р ≤ 0,05).
Figure 5. Indicators of immunological effectiveness of the drug Thymogen in group 2 (work experience from 5 to 10 years), M±σ 
Note. A, subpopulation composition of blood lymphocytes (absolute amount); B, subpopulation composition of blood lymphocytes (relative 
amount); C, serum immunoglobulin content; D, basal (NBT-basal) and stimulated (NBT-stim) activation levels of the neutrophil antibacterial 
system; Е, RMC – reserve metabolic capacity in the NBT-test; Lph, lymphocytes; *, differences are statistically significant compared  
to the pre-treatment examination (р ≤ 0.05); **, differences are statistically significant compared to the control (р ≤ 0.05).

Рисунок 6. Уровень заболеваемости ОРВИ, 
оцениваемый в течение одного года у пациентов 1-й 
и 2-й групп, получивших иммунотропную терапию
Примечание. * – различия статистически значимы р < 0,01.
Figure 6. Тhe incidence оf ARVI, estimated within one year in 
patients of groups 1 and 2 who received immunotropic therapy
Note. *, differences are statistically significant p < 0.01.

казано снижение заболеваемости ОРВИ в 3,44 
раза, другими формами патологии респиратор-
ного тракта в 2,0 раза и органов пищеварения в 
2,3 раза (р ≤ 0,01). 

В период приема иммунотропных препара-
тов случаев непереносимости лекарственных 
средств, аллергических реакций и побочных эф-
фектов отмечено не было.
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острых респираторных заболеваний и другой 
хронической патологии [2, 3, 5, 21]. 

Изменение иммунологических параметров, 
таких как дисбаланс субпопуляционного состава 
лимфоцитов, повышенная активация внутрикле-
точных антибактериальных систем, показанная в 
увеличенном спонтанном НСТ-тесте, снижение 
уровня IgA в сыворотке крови у данной катего-
рии людей обусловлены воздействием факторов 
химической опасности в экологически неблаго-
приятном районе, что было показано и другими 
авторами [4, 6, 7, 22]. 

В результате проведенного исследования по-
казано комплексное влияние профилактиче-
ского курса препаратов Тимоген и Цитовир-3 на 
исследованные показатели иммунитета: увеличе-

ние относительного числа CD3+ как за счет фрак-
ции CD4+, так и CD8+, достоверное (р < 0,05) 
снижение базального значения НСТ-теста, что 
повышало резервную метаболическую емкость 
системы ПМН до показателей в группе контро-
ля. Также отмечено увеличение содержания IgA 
в сыворотке крови. Нормализация иммунной 
реактивности у пациентов 1-й и 2-й групп неза-
висимо от стажа работы характеризовалась до-
стоверным снижением уровня заболеваемости 
ОРВИ и другой патологией органов дыхания и 
ЖКТ в течение одного года после курса примене-
ния изученных препаратов [10, 11, 15]. 

Иммунокоррекция Тимогеном выявленных 
нарушений в иммунной системе во всех подгруп-
пах водителей грузового транспорта характеризо-

ТАБЛИЦА 1. ДИНАМИКА ЗАБОЛЕВАЕМОСТИ ОРГАНОВ ДЫХАНИЯ И ЖКТ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ МЕСТА И СТАЖА 
РАБОТЫ СОТРУДНИКОВ ДО И ЧЕРЕЗ 1 ГОД ПОСЛЕ ПРОВЕДЕНИЯ ИММУНОТРОПНОЙ ТЕРАПИИ (НА 1000 ЧЕЛОВЕК)

TABLE 1. DYNAMICS OF RESPIRATORY AND GASTROINTESTINAL DISEASES, DEPENDING ON THE LOCATION AND 
LENGTH OF SERVICE OF EMPLOYEES BEFORE AND 1 YEAR AFTER IMMUNOTROPIC THERAPY (PER 1000 PEOPLE)

Стаж работы
Experience

Заболеваемость (‰)
Morbidity (‰)

1-я группа
1st group

2-я группа 
2nd group

Заболевания 
органов 
дыхания

Diseases of the 
respiratory 

system

Заболевания 
органов ЖКТ

Diseases
organs of the 

gastrointestinal tract

Заболевания 
органов дыхания

Diseases of the 
respiratory system

Заболевания 
органов ЖКТ 

Diseases
organs of the 

gastrointestinal tract

До 
лечения

Before 
treatment

После 
лечения 

After 
treatment

До 
лечения

Before 
treatment

После 
лечения 

After 
treatment

До 
лечения

Before 
treatment

После 
лечения 

After 
treatment

До 
лечения

Before 
treatment

После 
лечения

After 
treatment

Менее 
1 года 
Less
1 year

104,1 104,1 0,0 0,0 357,1* 142,8** 142,8* 0,00**

От 1 года до 
5 лет 
From 1 year to 
5 years

90,9 68,2 90,9 71,4 0,0* 0,0 0,0* 0,0

От 5 до 10 
лет 
From 5 to 10 
years

– – – – 200,0* 133,3** 466,6* 266,6**

Группы в 
целом 
Group as a 
whole

97,5 86,5 90,9 71,4 168,7* 69,9** 152,4* 66,7**

Примечание. * – различия статистически значимы по сравнению с 1-й группой (р ≤ 0,01); ** – различия статистически 
значимы по сравнению с показателями до лечения (р ≤ 0,01).

Note. *, differences are statistically significant compared to group 1 (р ≤ 0.01); **, differences are statistically significant compared 
to pre-treatment indicators (р ≤ 0.01).
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валась значительным уменьшением заболеваний 
органов дыхания и желудочно-кишечного трак-
та, особенно у водителей со стажем работы более 
5 лет, временного интервала, в течение которого 
происходят устойчивые изменения иммунологи-
ческой реактивности при воздействии неблаго-
приятных факторов [3, 6, 7, 27, 28]. 

Таким образом, использование иммунологи-
ческих исследований на всех этапах медицин-
ского обеспечения людей, работающих и про-
живающих в условиях химической опасности, 
является объек тивным методом оценки состоя-
ния популяционного здоровья, профессиональ-
ной пригодности, степени напряженности эко-
логической ситуации и контроля эффективности 
специфических лечебно-профилактических ме-
роприятий.

Показано, что применение препаратов Ти-
моген и Цитовир-3 у людей, работающих и про-
живающих в неблагоприятных районах, является 
эффективным способом направленного восста-

новления нарушений в отдельных системах врож-
денного иммунитета и иммунной реактивности в 
целом, что приводит к сокращению заболеваемо-
сти не только ОРВИ, но и другой острой и хрони-
ческой патологии органов дыхания и ЖКТ. 

Полученные данные свидетельствуют о целе-
сообразности проведения у людей, работающих и 
проживающих в экологически неблагоприятных 
районах активного раннего выявления иммуно-
дефицитных состояний. В сочетании с выпол-
нением требований профгигиены персонала, ра-
ботающего на предприятии по захоронению и 
уничтожению промышленных отходов, направ-
ленных на уменьшение неблагоприятного воз-
действия токсикантов, превентивная адекватная 
фармакологическая коррекция не менее одного 
раза в год для снижения уровня заболеваемости 
различными формами патологии может способ-
ствовать решению обширного круга медицин-
ских, социальных, экологических и экономиче-
ских проблем. 
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КОРРИГИРУЮЩИЕ ЭФФЕКТЫ ОРИГИНАЛЬНОГО 
КОМПЛЕКСА БИОФЛАВОНОИДОВ ПРИ ЦИКЛОФОСФАН-
ИНДУЦИРОВАННЫХ НАРУШЕНИЯХ ИММУНИТЕТА
Гольдина И.А., Маркова Е.В., Орловская И.А., Топоркова Л.Б., 
Козлов В.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. С целью исследования иммуномодулирующих свойств оригинального комплекса био-
флавоноидов при циклофосфан-индуцированных нарушениях иммунитета были изучены морфоме-
трические показатели тимуса и селезенки, количество лейкоцитов периферической крови, проли-
феративная активность клеток лимфоидных органов, выраженность реакции гиперчувствительности 
замедленного типа к Т-зависимому антигену, а также дифференцировочная активность гемопоэтиче-
ской стволовой клетки костного мозга экспериментальных животных на фоне циклофосфан-инду-
цированной иммуносупрессии после курсового введения им комплекса биофлавоноидов. 

Суспензию комплекса биофлавоноидов принудительно вводили мышам-самцам (СВАхC57Bl/6)
F1 12-14-недельного возраста из расчета 2 мг/мышь (80 мг/кг), per os, c помощью зонда в желудок, 
ежедневно в течение 14 суток. Цитостатическую иммуносупрессию воспроизводили однократным 
внутрибрюшинным введением животным циклофосфана. Пролиферативную активность клеток 
селезенки и тимуса определяли стандартным методом, при включению Н3тимидина в 72-часовую 
культуру клеток. Клеточный иммунный ответ определяли по интенсивности развития реакции ги-
перчувствительности замедленного типа в ответ на введение эритроцитов барана. Количество гемо-
поэтических клеток-предшественников оценивали при культивировали клеток костного мозга в ме-
тилцеллюлозной среде.

В результате проведенных экспериментов было показано, что на фоне курсового введения комп-
лекса биофлавоноидов супрессивные эффекты циклофосфана нивелировались в отношении абсо-
лютной и относительной массы лимфоидных органов и количества лейкоцитов периферической 
крови. При этом продемонстрировано снижение супрессивного влияния циклофосфана на спон-
танную пролиферативную активность клеток селезенки, митоген-индуцированную пролиферацию 
тимоцитов и спленоцитов, интенсивность реакции гиперчувствительности замедленного типа, зна-
чения которых соответствовали таковым у интактных животных. У животных после курсового вве-
дения комплекса биофлавоноидов выявлено также увеличение количества ранних гемопоэтических 
клеток-предшественников.

Установленное в настоящем исследовании нивелирование супрессивного влияния циклофосфа-
на на клеточный иммунный ответ, пролиферативную активность клеток иммунной системы, а также 
стимуляция функциональной активности гемопоэтической стволовой клетки, свидетельствуют о су-
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щественном иммуно-гемопоэзмодулирующем потенциале оригинального комплекса биофлавонои-
дов и является экспериментальным доказательством перспективности его использования в качестве 
адъювантного средства при лечении больных онкологического профиля.

Ключевые слова: биофлавоноиды, стволовые кроветворные клетки, иммунные клетки, пролиферативная активность, 
иммунный ответ, циклофосфан, иммуносупрессия

CORRECTIVE EFFECTS OF ORIGINAL BIOFLAVONOID 
COMPLEX IN THE CYCLOPHOSPHAMIDE-INDUCED 
IMMUNITY DISORDERS 
Goldina I.A., Markova E.V., Orlovskaya I.A., Toporkova L.B., 
Kozlov V.A.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Our aim was to evaluate immunomodulatory properties of an original bioflavonoid complex in 
experimental immune disturbances induced by cyclophosphamide (Cy). We have studied morphometric indexes 
of thymus and spleen, as well as blood leukocyte counts, cell proliferative activity in lymphoid organs, delayed 
hypersensitivity responses to T cell-dependent antigen, along with differentiation activity of bone marrow stem 
cells in experimental animals during Cy-induced immune suppression after a course of bioflavonoid treatment. 

Suspension of the bioflafonoid complex was introduced to the male mice (СВАхC57Bl/6)F1 aged 12-
14 weeks at a daily dose of 2 mg/animal (80 mg/kg), per os, using gastric catheter, over 14 days. Cytostatic 
immunosuppression was produced by a single intraperitoneal Cy injection. Proliferative activity of spleen and 
thymic cells was determined by standard method with Н3-thymidine incorporation in the 72-h cell culture. 
Cellular immune response was assayed by the degree of delayed-type hypersensitivity development in response 
to sheep erythrocytes. The number of hematopoietic progenitors was evaluated by culturing bone marrow cells 
in methylcellulose-based medium. 

The experiments have shown mitigation of immunosuppressive effects induced by Cy, in the course of 
bioflavonoid complex treatment, with respect to absolute and relative mass of lymphoid organs and leukocyte 
numbers in peripheral blood. Moreover, we have demonstrated decreased effects of Cy treatment upon the 
spontaneous activity of spleen cells, mitogen-induced thymocyte and splenocyte proliferation, intensivity 
of delayed-type hypersensitivity response that reached the values of intact animals. Following the course of 
bioflavonoids, we have revealed an increase in early hematopoietic progenitors. Alleviation of Cy-induced 
suppressive effects upon cellular immune response, proliferation rates of immune cells, as well as stimulation 
of hematopoietic stem cell functions suggest a sufficient capacity of the original bioflavonoid complex for 
modulation of immunity and hematopoiesis, thus presenting experimental proofs for its potential usage as an 
adjuvant treatment of the patients with malignant diseases.

Keywords: bioflavonoids, hematopoietic stem cells, immune cells, proliferative activity, immune response, cyclophosphamide, immune 
suppression

Работа выполнена по теме из Плана НИР 
НИИФКИ, № гос. регистрации 01201356998.

Введение
Современные средства и методы химиотера-

пии онкологических заболеваний, характеризу-
ющихся неконтролируемой пролиферацией и ме-
тастазированием аномальных клеток, обладают 
серьезными побочными эффектами, значительно 
осложняющими процесс лечения. Наиболее дей-
ственными считаются те, которые способны не 
только подавлять рост, предотвращать прогрес-

сирование и метастазирование опухоли, но и ми-
нимально токсичные для нормальных нетранс-
формированных клеток. Некоторые природные 
соединения, в частности биофлавоноиды, облада-
ют противоопухолевыми свойствами, реализую-
щимися как непосредственно, так и адъювантно, 
в сочетании со стандартной противоопухолевой 
терапией [7, 26, 30]. Наиболее выражены данные 
свойства у антоцианов, каротиноидов, куркуми-
ноидов, флавонолов, изофлавонов. У биофлаво-
ноидов выявлены также иммуномодулирующие 
эффекты, такие как ингибирование миелоидных 
клеток-супрессоров, активация естественных 
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киллеров, цитолитических Т-клеток и синтеза 
IFNγ, установленные на опухолевых клеточных 
линиях, на моделях опухолевого роста у живот-
ных, а также у онкологических больных, что по-
зволило использовать эти соединения в качестве 
иммуномодуляторов в терапии онкологических 
заболеваний [19, 29, 32, 41, 42].

Известно, что опухолевые клетки и компонен-
ты их микроокружения используют различные 
стратегии, нацеленные на избегание или редак-
тирование иммунного надзора [38]. Клеточные 
и молекулярные механизмы «ускользания» от 
противоопухолевого иммунного ответа являют-
ся негативным фактором, снижающим эффек-
тивность терапии злокачественных опухолей. 
Так, низкий ответ на иммунотерапию отчасти 
обусловлен нарушением ступенчатого процес-
са примирования Т-лимфоцитов дендритными 
клетками. Кроме того, противоопухолевый ответ 
цитотоксических Т-клеток нивелируется фибро-
зом, а также рядом других влияний со стороны 
иммуносупрессивного микроокружения [10, 33, 
34]. Химиотерапевтические препараты также вы-
зывают глубокую дисфункцию иммунной систе-
мы [31]. Поэтому исследование разнонаправлен-
ной биологической активности биофлавоноидов 
пищевых растений в последние годы открывает 
широкие перспективы для выработки эффектив-
ных схем адъювантной терапии в онкологии с 
использованием иммуномодулирующих свойств 
этих продуктов функционального питания. 

Биофлавоноиды составляют разнообразную 
группу полифенольных соединений, вторичных 
клеточных метаболитов растений, где они слу-
жат мессенджерами химических сигналов и вы-
полняют ключевую роль в регуляции роста, раз-
вития и репродукции, обмена веществ, защите от 
ультрафиолетового излучения и различных па-
тогенов [35]. Растительные полифенолы в орга-
низме человека способны действовать как моди-
фикаторы биологического ответа, поддерживая 
функцию иммунной системы, а также защищая 
живые клетки от повреждения свободными ради-
калами [5, 16, 36]. Противоопухолевые эффекты 
растительных полифенолов являются мультимо-
дальными и сложными. Так, для данных соеди-
нений характерно онкопротекторное и лечебное 
противоопухолевое действие: ингибирование 
пролиферации опухолевых клеток, подавление 
ангиогенеза, метастазирования и воспалительно-
го процесса в зонах опухолевого роста, активация 
антиоксидантной защиты, стимуляция противо-
опухолевого иммунитета, воздействие на эпиге-
нетические механизмы регуляции экспрессии 
генов, а также способность воздействовать на са-
мые ранние этапы иммунопоэза и онкогенеза [1, 
2, 13, 21]. 

Известно, что гемопоэтические стволовые 
клетки (ГСК) костного мозга обеспечивают го-

меостатический гемопоэз в течение жизни, а 
также его регенерацию после миелоабляции [15, 
37]. Повышение функциональной активности 
ГСК является одним из эффективных способов 
коррекции побочных эффектов химиотерапии 
в онкологии. Ранее были установлены эффекты 
куркумина, представителя семейства куркумино-
идов, в отношении стимуляции гемопоэза [20]. 

Учитывая вышеизложенное, исследование 
эффектов сочетания различных биофлавонои-
дов, обладающих иммуномодулирующими, про-
тивоопухолевыми и химиопротекторными свой-
ствами представляет несомненную актуальность. 

Целью настоящего исследования было изуче-
ние иммуномодулирующих свойств оригиналь-
ного комплекса биофлавоноидов при циклофос-
фан-индуцированных нарушениях иммунитета.

Материалы и методы
В исследованиях был использован оригиналь-

ный комплекс биофлавоноидов (КБ), включа-
ющий экстракт корня куркумы – 12% от общей 
массы (содержание куркумина не менее 95%), 
экстракт черного перца – 0,2% (содержание пи-
перина не менее 95%), экстракт сои – 30% (со-
держание изофлавонов не менее 40%), экстракт 
листьев зеленого чая – 20% (содержание катехи-
нов не менее 40%), экстракт красного корня – 
5% (содержание катехинов и сапонинов не менее 
25%), экстракт солодки – 2% (содержание гли-
цирризиновой кислоты не менее 40%), экстракт 
листьев облепихи – 25,6%, арабиногалактан – 
5%, цинк 0,2% [6].

Исследования проводили на здоровых по-
ловозрелых мышах (СВАхC57Bl/6)F1, самцах, 
12-14-недельного возраста, массой тела 22-25 г, 
полученных из питомника НИИ фармакологии 
и регенеративной медицины им. Е.Д. Гольдбер-
га Томского НИМЦ РАН (г. Томск). Животные 
содержались в условиях вивария НИИФКИ, на 
стандартном рационе питания, при естествен-
ном световом режиме, свободном доступе к воде 
и пище. Все манипуляции выполнялись в первой 
половине суток, в соответствии с правилами, при-
нятыми Европейской конвенцией по защите по-
звоночных животных, используемых для экспе-
риментальных и иных научных целей (Страсбург, 
1986). Эксперименты проводили в соответствии 
с приказом Министерства здравоохранения РФ 
№ 267 от 19.06.2003 г. «Об утверждении правил 
лабораторной практики» и «Руководством по 
экспериментальному (доклиническому) иссле-
дованию новых фармакологических веществ» 
(Москва, 2005). По окончании экспериментов 
животных декапитировали, соблюдая «Правила 
проведения работ с использованием экспери-
ментальных животных». Суспензию КБ прину-
дительно вводили per os при помощи зонда в же-
лудок экспериментальным животным из расчета 
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2 мг/мышь (80 мг/кг), ежедневно в течение 14 
суток. Контрольной группе животных в анало-
гичном режиме и соответствующей дозе вводили 
растворитель – питьевую воду. 

Цитостатическая иммуносупрессия воспро-
изводилась введением животным циклофосфа-
на (ЦФ), (Бакстер Онкология, ГмбХ, Германия), 
внутрибрюшинно, однократно, в 0,5  мл 0,9% 
NaCl на 14-е сутки после начала введения КБ, в 
дозе 250 мг/кг, определенной в серии предвари-
тельных экспериментов. Через 72 часа после вве-
дения ЦФ подсчитывали количество лейкоцитов 
периферической крови, оценивали морфометри-
ческие параметры лимфоидных органов, функ-
циональную активность их клеток, а также выра-
женность Т-клеточного иммунного ответа. 

Пролиферативную активность клеток селе-
зенки и тимуса определяли стандартным мето-
дом, по включению Н3тимидина в 72-часовую 
культуру клеток. Для этого клетки культивирова-
ли в среде RPMI-1640, содержащей 10% эмбрио-
нальной сыворотки телят, 10 мМ Hepes – буфера, 
4 × 10-5 М 2-меркаптоэтанола, 2 Мм L-глутамина, 
40 мкг/мл гентамицина. Для индукции поли-
клональной активации клеток использовали 
Т-клеточный митоген (ConA), субоптимальная 
концентрация которого (1 мкг/мл) была опреде-
лена в серии предварительных экспериментов. 

Выраженность клеточного иммунного ответа 
к эритроцитам барана определяли по интенсив-
ности развития реакции гиперчувствительно-
сти замедленного типа (ГЗТ). ЦФ вводили через 
48 часов после инъекции сенсибилизирующей 
дозы антигена (0,5% эритроциты барана в 0,5 мл 
среды RPMI – 1640). Через 96 часов после сенси-
билизирующей вводили разрешающую дозу ан-
тигена (50% эритроциты барана в 0,05 мл среды 
RPMI – 1640) под подошвенный апоневроз пра-
вой задней конечности. В контралатеральную ко-
нечность вводили растворитель – среду RPMI – 
1640. Учет реакции проводили через 24 часа после 
введения разрешающей дозы антигена, по пока-
зателям величины отека правой и левой (пози-
тивно-контрольной) конечности животного. Ин-
декс реакции (ИР) определяли по формуле ИР =  
(Р. Опыт, мм – Р. контроль, мм) / Р. контроль, мм, 
и выражали в процентах.

Количество гемопоэтических предшествен-
ников оценивалось на 15-е сутки от начала корм-
ления животных биофлавоноидами. Костный 
мозг из бедренных костей, пулированный от 3 
животных каждой группы в стерильных услови-
ях, вымывали средой RPMI-1640 c добавлени-
ем 10% объема фетальной коровьей сыворотки, 
и культивировали в 24-луночных планшетах в 
концентрации 50 × 103/мл в метилцеллюлозной 
среде М 3434 в течение 14 суток в СО2 инкубато-
ре при 37 °С и содержании в атмосфере 5% СО2. 
По окончании культивирования подсчитывали 

количество гранулоцитарно-макрофагальных 
(КОЕ-ГМ), эритроидных (БОЕ-Э – ранних бур-
стобразующих и КОЕ-Э – поздних эритропо-
этинзависимых колониеобразующих единиц), 
смешанных колоний (КОЕ-ГЭММ, гранулоци-
тарно-эритроидно-макрофагально-мегакарио-
цитарных колониеобразующих единиц), а также 
общее количество колониеобразующих единиц 
(КОЕ) на 100 000 клеток костного мозга.

Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью коммерческого пакета про-
грамм Statistica 10.0 (StatSoft, США), непараме-
трического критерия Манна–Уитни. Результаты 
представляли в виде медианы и интервала между 
1-м и 4-м квартилем – Ме (Q0,25-Q0,75). Различия 
считали статистически значимыми при p < 0,05. 

Результаты
Данные, полученные при исследовании влия-

ния КБ на показатели массы и количества клеток 
тимуса и селезенки мышей, обработанных ЦФ, 
представлены в таблице 1. 

Было установлено, что введение ЦФ сопрово-
ждалось увеличением абсолютной и относитель-
ной массы селезенки и уменьшением данных по-
казателей тимуса. Воздействие КБ не приводило 
к изменению массы тимуса и селезенки интакт-
ных животных. Однако введение КБ на фоне ЦФ 
нивелировало его действие в отношении указан-
ных показателей как тимуса, так и селезенки. 

При исследовании влияния КБ на количество 
лейкоцитов периферической крови животных, в 
том числе и на фоне ЦФ, были получены данные, 
представленные в таблице 2. 

Курсовое введение КБ интактным мышам не 
оказывало существенного влияния на исследуе-
мый показатель. Введение ЦФ приводило к зна-
чительному снижению количества лейкоцитов 
периферической крови. В группе животных, ко-
торым вводили ЦФ на фоне КБ, данный показа-
тель не отличался от соответствующих значений 
у интактных животных.

Результаты исследования пролиферативной 
активности клеток лимфоидных органов под 
действием КБ представлены в таблице 3. 

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что воздействие КБ на фоне ЦФ приводило к 
менее выраженному снижению спонтанной про-
лиферации клеток селезенки, а также митоген-
индуцированной пролиферации клеток тимуса 
и селезенки, по сравнению с пролиферативной 
активностью клеток этих органов под действием 
ЦФ. 

При исследовании действия КБ на формиро-
вание клеточного иммунного ответа, в том числе 
после обработки животных ЦФ, были получены 
следующие результаты (табл. 4).

Как следует из данных, представленных в та-
блице 4, обработка мышей ЦФ сопровождается 
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ТАБЛИЦА 1. МОРФОМЕТРИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ ТИМУСА И СЕЛЕЗЕНКИ МЫШЕЙ (СВАхC57Bl/6)F1 ПОСЛЕ 
КУРСОВОГО ВВЕДЕНИЯ КОМПЛЕКСА БИОФЛАВОНОИДОВ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. (СВАхC57Bl/6)F1 MICE THYMUS AND SPLEEN MORPHOMETRIC PARAMETERS AFTER THE BIOFLAVONOID 
COMPLEX COURSE INTRODUCTION, Ме (Q0.25-Q0.75)

Группы животных
Groups of animals

Масса тела 
животного, г
Animal’s body 

mass, g

Масса тимуса, г
Thymus mass, g

Масса селезенки, г
Spleen mass, g

Абсолютная 
Absolute

Относительная
Relative

Абсолютная 
Absolute

Относительная
Relative

1. Контроль (вода)
Control (water)

22,4 
(20,1-23,7)

0,07
(0,06-0,08)

0,00313
(0,00276-
0,00356)

0,10
(0,09-0,12)

0,00446
(0,00299-
0,00512)

2. КБ
Bioflavonoids 
complex

22,3
(19,2-23,9)

0,07
(0,07-0,08)

0,00314
(0,00251-
0,00393)

0,12
(0,10-0,14)

0,00538
(0,00388-
0,00618)

3. ЦФ
Cyclophosphamide

21,9 
(19,1-22,9)

0,04*
(0,03-0,05)

0,00183
(0,00147-
0,00220)*

0,26* 
(0,24-0,31)

0,01187
(0,00960-
0,01219)*

4. ЦФ + КБ
Cyclophosphamide 
+ bioflavonoids 
complex

22,6
(18,3-23,1)

0,06*, #

(0,050-0,065)

0,00235
(0,00206-
0,00263)*, #

0,19*, #

(0,15-0,22)

0,00840
(0,00657-
0,00998)*

Примечание. n = 15 в каждой группе; * – p < 0,05, по сравнению с группой 1; # – p < 0,05, по сравнению с группой 3 
(U-критерий Манна–Уитни).
Note. n = 15 in each group; *, p < 0,05, compared to the group 1; #, p < 0,05, compared to the group 3 (Mann–Whitney U test).

ТАБЛИЦА 2. КОЛИЧЕСТВО ЛЕЙКОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ МЫШЕЙ (СВАхC57Bl/6)F1 ПОСЛЕ КУРСОВОГО 
ВВЕДЕНИЯ КОМПЛЕКСА БИОФЛАВОНОИДОВ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. (СВАхC57Bl/6)F1 MICE PERIPHERAL BLOOD LEUCOCYTES QUANTITY AFTER THE BIOFLAVONOID COMPLEX 
COURSE INTRODUCTION, Ме (Q0.25-Q0.75)

Группы животных
Groups of animals

Количество лейкоцитов, 109/л
Leucocytes quantity, 109/l

1. Контроль (вода)
Control (water) 13,9 (10,2-18,1)

2. КБ
Bioflavonoids complex 12,4 (10,3-16,8)

3. ЦФ
Cyclophosphamide 2,01 (1,45-2,94)*

4. ЦФ + КБ
Cyclophosphamide + bioflavonoids complex 10,1 (7,6-13,5)#

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

снижением выраженности реакции ГЗТ у живот-
ных; введение КБ интактным мышам приводит к 
увеличению данного показателя; воздействие КБ 
у животных с ЦФ-индуцированной иммуносу-
прессией повышает выраженность реакции ГЗТ 
до уровня, соответствующего таковому у интакт-
ных животных.

При исследовании дифференцировочной ак-
тивности ГСК костного мозга у мышей на 15-й 
день после завершения курсового введения КБ 

выявлено достоверное увеличение количества 
КОЕ-ГЭММ в костном мозге животных, полу-
чавших КБ, что может свидетельствовать о по-
вышении функциональной активности ранних 
гемопоэтических клеток-предшественников. Ко-
личество более поздних гемопоэтических пред-
шественников оставалось на уровне контроля. 
Полученные результаты представлены в табли-
це 5. 
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ТАБЛИЦА 3. ПРОЛИФЕРАТИВНАЯ АКТИВНОСТЬ КЛЕТОК ЛИМФОИДНЫХ ОРГАНОВ МЫШЕЙ (СВАхC57Bl/6)F1 ПОСЛЕ 
КУРСОВОГО ВВЕДЕНИЯ КОМПЛЕКСА БИОФЛАВОНОИДОВ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 3. CELL’S PROLIFERATIVE ACTIVITY OF (СВАхC57Bl/6)F1 MICE LYMPHOID ORGANS AFTER THE BIOFLAVONOID 
COMPLEX COURSE INTRODUCTION, Ме (Q0.25-Q0.75)

Группы животных
Groups of animals

Спонтанная пролиферация, имп/мин 
Spontaneous proliferation, imp/min

ConA-индуцированная 
пролиферация, имп/мин

ConA-induced proliferation, imp/min 
Тимус
Thymus

Селезенка
Spleen

Тимус
Thymus

Селезенка
Spleen

1. Контроль (вода)
Control (water)

1553
(1226-1811)

2842
(2194-3528)

1451
(1116-1922)

2533
(1997-2987)

2. КБ
Bioflavonoids complex

1621
(1174-1943)

2503
(1967-3417)

1649
(1214-2062)

2860
(2171-3265)

3. ЦФ
Cyclophosphamide

320
(127-563)*

513
(291-692)*

395
(187-456)*

258
(164-398)*

4. ЦФ + КБ
Cyclophosphamide 
+ bioflavonoids complex

618
(452-945)

1360
(925-1782)*, #

753
(528-1094)*, #

1920
(1312-2565)*, #

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

ТАБЛИЦА 4. ВЫРАЖЕННОСТЬ РЕАКЦИИ ГИПЕРЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ЗАМЕДЛЕННОГО ТИПА МЫШЕЙ (СВАхC57Bl/6)
F1 ПОСЛЕ КУРСОВОГО ВВЕДЕНИЯ КОМПЛЕКСА БИОФЛАВОНОИДОВ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 4. DELAYED-TYPE HYPERSENSITIVITY REACTION SEVERITY IN (СВАхC57Bl/6)F1 MICE AFTER THE BIOFLAVONOID 
COMPLEX COURSE INTRODUCTION, Ме (Q0.25-Q0.75)

Группы животных
Groups of animals 

Контроль 
(вода)

Control (water)

КБ
Bioflavonoids 

complex

ЦФ
Cyclo-

phosphamide

ЦФ + КБ
Cyclophosphamide 

+ bioflavonoids 
complex

Выраженность реакции 
гиперчувствительности
Delayed-type hypersensitivity reaction (%)

33,0
(28,0-41,0)

58,0
(52,0-60,0)*

16,5
(15,0-20,0)*

37,5
(35,0-46,0) #

ТАБЛИЦА 5. КОЛОНИЕОБРАЗУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК КОСТНОГО МОЗГА 
МЫШЕЙ (СВАхC57Bl/6)F1 ПОСЛЕ КУРСОВОГО ВВЕДЕНИЯ КОМПЛЕКСА БИОФЛАВОНОИДОВ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 5. (СВАхC57Bl/6)F1 MICE HEMOPOIETIC BONE MARROW STEM CELLS COLONY-FORMING ACTIVITY AFTER  
THE BIOFLAVONOID COMPLEX COURSE INTRODUCTION, Ме (Q0.25-Q0.75)

Группы животных
Groups of animals

Интактные (контроль)
Intact (control)

Комплекс биофлавоноидов
Bioflavonoids complex 

1. Эритроидные 
(КОЕ-Э + БОЕ-Э)
Erythroid 
(CFU-E + BFU-E)

730 (600-1520) 610 (480-780)

2. КОЕ-Э
CFU-E 110 (100-300) 150 (120-180)

3. КОЕ-ГМ
CFU-GM 240 (80-260) 200 (200-220)

4. КОЕ-ГЭММ
CFU-GEMM 40 (20-40) 50 (40-80)*

5. КОЕ
CFU 1090 (840-1740) 840 (760-980)

Примечание. n = 6 в каждой группе; * – p < 0,05 по сравнению с контрольной группой (U-критерий Манна–Уитни).
Note. n = 6 in each group; *, p < 0.05, compared to the control group (Mann–Whitney U test).
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Обсуждение
Биологически активные полифенольные со-

единения растений – биофлавоноиды, облада-
ют широким спектром биологических свойств и 
эффективны в защите от окислительного стрес-
са, регуляции липидного и углеводного обмена, 
коррекции ряда аспектов патогенеза заболеваний 
нервной системы и психики, воспалительных и 
онкологических заболеваний [3, 4, 5, 25, 28, 29]. 
Но некоторые полифенольные соединения, на-
пример куркумин, характеризуются низкой био-
доступностью за счет высокого системного мета-
болизма и низкой растворимости в воде [8, 11]. 
Поэтому комбинации полифенолов часто более 
эффективны, чем отдельные компоненты, бла-
годаря реципрокным взаимодействиям между 
компонентами, повышающими их биодоступ-
ность [12]. Кроме того, плейотропность биоло-
гических эффектов различных полифенольных 
соединений создает условия для большей эффек-
тивности их сочетанного применения, по сравне-
нию с использованием изолированных веществ. 
Cогласно данным литературы, ряд биофлавоно-
идов, входящих в состав КБ, обладает иммуно- 
и гемопоэзмодулирующими свойствами, что и 
позволило нам предположить возможность ис-
пользования КБ в качестве гемо- и иммуномо-
дулятора, в том числе и при иммунодепрессии, 
индуцированной ЦФ. 

Известно, что куркума, получаемая из кор-
невищ растения порядка имбирных Curcuma 
Longa L., рассматривается как одна из наиболее 
активных антиканцерогенных специй, благодаря 
высокому содержанию полифенолов семейства 
куркуминоидов, в частности преобладающего 
среди них куркумина. Одним из аспектов им-
муномодулирующих свойств куркумина являет-
ся усиление дифференцировки Т-лимфоцитов 
в Th I типа, продуцирующие IFNγ, IL-1, IL-6, 
TNFα, что способствует повышению выживае-
мости ГСК и активации противоопухолевого им-
мунитета [20, 42]. Повышение функциональной 
активности ГСК костного мозга под действием 
куркумина также установлено в ряде других ис-
следований. Так, обработка клеток костного моз-
га куркумином увеличивала их выживаемость 
и пролиферативную активность [9]. Куркумин 
модулировал экспрессию молекул, ответствен-
ных за выживаемость клеток – Bcl2, p53, каспа-
зо-активированной ДНКзы и p53-регулируемого 
модулятора апоптоза, наряду с повышением экс-
прессии генов рецепторов M-CSF и GM-CSF, что 
сопровождалось усилением моноцитарно-макро-
фагальной дифференцировки ГСК. 

Для проантоцианидинов облепихи, входящих 
в состав КБ, также характерны, наряду с антиок-
сидантной и цитопротекторной активностью, ге-
мопоэзмодулирующие свойства – способность к 
мобилизации в кровяное русло стволовых клеток 

различных типов – CD45dim CD34+CD309- кле-
ток-предшественников, CD45-CD31+CD309+ эн-
дотелиальных стволовых клеток и CD45-CD90+ 
лимфоцитоидных мезенхимальных стволовых 
клеток [18]. 

Иммуномодулирующие свойства выявле-
ны и у других компонентов КБ. Например, для 
изофлавонов сои характерна высокая антиок-
сидантная активность – способность связы-
вать свободные радикалы кислорода, а также 
противовоспалительные свойства, в частности 
за счет снижения уровня IL-18 [24]. Эпигал-
локатехин-галлат зеленого чая обладает имму-
номодулирующими свойствами посредством 
регуляции PI3K/AKT сигнального пути [14]. 
Гетерополисахариды красного корня облада-
ют антиоксидантными свойствами – связывают 
1,1-дифенил-2-пикрилгидразил-, гидроксил- и 
супероксидрадикалы [40], а также иммуномо-
дулирующими свойствами [39]. Арабиногалак-
тан, полисахарид из древесины лиственницы 
сибирской, усиливает иммунный ответ благода-
ря способности стимулировать активность есте-
ственных киллеров, макрофагов и секреции про-
воспалительных цитокинов [17]. 

Цинк, присутствующий в КБ наряду с био-
флавоноидами, модулирует иммунный ответ 
и обладает антиоксидантной и противовоспа-
лительной активностью [22]. Глицерризиновая 
кислота, пентациклический тритерпеноид, ак-
тивный компонент корня солодки и пиперин, 
алкалоид черного перца, наряду с присущей дан-
ным соединениям собственной биологической 
активностью, способны повышать биодоступ-
ность куркумина, катехинов и других полифе-
нолов при их совместном применении. Глицер-
ризиновая кислота обладает антиоксидантными, 
противовоспалительными, противоаллергиче-
скими свойствами, усиливает иммуномодули-
рующие, противовирусные, противовоспали-
тельные, антиоксидантные, антитоксические и 
гепатопротекторные свойства куркумина [23]. 
Пиперин, наряду с антиоксидантными, антиток-
сическими, противоопухолевыми свойствами, не 
только увеличивает биодоступность куркумина, 
ингибируя его глюкуронирование и увеличивая 
транспортирование в плазму, способствуя таким 
образом увеличению его биодоступности, но и 
повышает антиканцерогенные свойства данного 
куркуминоида [12, 27].

Ранее нами также были показаны гемо- и им-
муномодулирующие свойства некоторых био-
флавоноидов, входящих в состав КБ [1, 5, 28]. 

Учитывая потенциальные иммуно- и гемопо-
эзмодулирующие свойства оригинального КБ, мы 
исследовали параметры иммунитета у интактных 
мышей и у животных с циклофосфан-индуциро-
ванной иммуносупрессией. В результате прове-
денных экспериментов было выявлено, что эф-
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фекты ЦФ на фоне введения КБ нивелировались 
в отношении абсолютной и относительной массы 
тимуса и селезенки; при этом не наблюдалось сни-
жения количества лейкоцитов периферической 
крови у животных, которым вводили ЦФ на фоне 
КБ. Мы выявили также снижение супрессивного 
влияния ЦФ на спонтанную пролиферативную 
активность клеток селезенки, митоген-индуциро-
ванную пролиферацию тимоцитов и спленоцитов, 
интенсивность реакции ГЗТ, значения которых у 
мышей после введения ЦФ на фоне КБ соответ-
ствовали таковым у интактных животных. Кроме 
того, обнаруженное в данном исследовании уве-
личение количества КОЕ-ГЭММ под влиянием 
КБ свидетельствовало о его способности повы-
шать функциональную активность ранних гемо-
поэтических предшественников.

Продемонстрированные в данном исследо-
вании иммуно- и гемопоэзмодулирующие свой-

ства оригинального КБ обусловлены, по всей 
видимости, как самостоятельными свойствами 
отдельных биофлавоноидов, так и их вероятным 
кумулятивным эффектом, а также увеличением 
биодоступности биологически активных компо-
нентов в составе комплекса.

Таким образом, установленное в настоящем 
исследовании нивелирование супрессивного 
влияния ЦФ на клеточный иммунный ответ, 
пролиферативную активность клеток иммунной 
системы, а также стимуляция функциональной 
активности гемопоэтической стволовой клетки, 
свидетельствуют о существенном иммуно-гемо-
поэзмодулирующем потенциале оригинального 
КБ и являются экспериментальным доказатель-
ством перспективности его использования в ка-
честве адъювантного средства при лечении боль-
ных онкологического профиля.
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ВЛИЯНИЕ СТРЕПТОКОККОВОЙ АРГИНИНДЕИМИНАЗЫ 
НА ФОРМИРОВАНИЕ ЛЕЙКОЦИТАРНОГО ИНФИЛЬТРАТА 
В МОДЕЛИ ВОЗДУШНОГО КАРМАНА У МЫШЕЙ
Старикова Э.А., Кудрявцев И.В., Бурова Л.А., Лебедева А.М., 
Маммедова Дж.Т., Фрейдлин И.С. 
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия 

Резюме. Многие патогенные микроорганизмы экспрессируют аргининдеиминазу – фермент, ко-
торый катализирует гидролиз L-аргинина в цепи биохимических реакций, направленных на синтез 
АТФ в бактериальных клетках. L-аргинин является условно заменимой, протеиногенной аминокис-
лотой и играет важную роль в регуляции функций клеток иммунной системы в организме млекопи-
тающих. Истощение L-аргинина может приводить к ослаблению иммунной защиты. Многие пато-
генные микроорганизмы используют стратегию истощения L-аргинина в микроокружении клеток 
организма хозяина для улучшения условий диссеминации. Бактериальная аргининдеиминаза может 
являться фактором патогенности, действие которого направлено на дисрегуляцию процессов воспа-
ления и иммунного ответа. В целом влияние аргининдеиминазы на клетки иммунной системы может 
быть обусловлено нарушением продукции регуляторных провоспалительных молекул, таких как NO, 
и, связанными с этим, нарушениями активации, миграции и дифференцировки отдельных популяций 
лейкоцитов. Цель данного исследования состояла в изучении влияния аргининдеиминазы на форми-
рование воспалительного клеточного инфильтрата при стрептококковой инфекции в модели воздуш-
ного кармана у мышей. Исследование проводили с использованием S. pyogenes M49-16, экспрессиру-
ющего аргининдеиминазу и его изогенного мутанта S. pyogenes M49-16delArcA с инактивированным 
геном аргининдеиминазы. В работе с помощью методов проточной цитометрии на разных сроках ин-
фекции проводили анализ субпопуляционного состава воспалительного инфильтрата у мышей, зара-
женных исходным штаммом S. pyogenes M49-16 и его изогенным мутантом S. pyogenes M49-16delArcA. 
Было показано, что воспалительная реакция достигала пика развития через 6 часов и была выражена 
сильнее у мышей, инфицированных мутантным штаммом, о чем свидетельствовало одновременное и 
более выраженное повышение абсолютного количества лейкоцитов всех популяций в очаге воспале-
ния у этой группы мышей по сравнению с мышами, инфицированными исходным штаммом. Несмо-
тря на снижение абсолютного количества лейкоцитов в составе воспалительного инфильтрата в обеих 
группах мышей на сроке 24 часа, в группе мышей, зараженных мутантным штаммом, эта тенденция 
была выражена сильнее. Сравнение формирования воспалительного инфильтрата у мышей, заражен-
ных исходным и мутантным штаммами, показало, что аргининдеиминаза может являться фактором 
патогенности, приводящим к дисрегуляции защитных реакций врожденного иммунитета за счет на-
рушения миграции лейкоцитов в очаг инфекции.

Ключевые слова: аргининдеиминаза, S. pyogenes, L-аргинин, воспаление, субпопуляции лейкоцитов
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INFLUENCE OF STREPTOCOCCAL ARGININE DEIMINASE 
ON THE LEUKOCYTE INFILTRATION IN MURINE AIR POUCH 
MODEL
Starikova E.A., Kudryavtsev I.V., Burova L.A., Lebedeva A.M., 
Mammedova J.T., Freidlin I.S.
Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Numerous pathogens express arginine deiminase, an enzyme that catalyzes the hydrolysis of 
L-arginine in a chain of biochemical reactions aimed at the synthesis of ATP in bacterial cells. L-arginine 
is a semi-essential, proteinogenic amino acid that plays an important role in regulating the functions of the 
immune system cells in mammals. Depletion of L-arginine may cause a weakening of the immune reaction. 
In order to improve the conditions of dissemination, many pathogens use a strategy of L-arginine depletion 
in the microenvironment of host cells. Bacterial arginine deiminase can be a pathogenicity factor aimed for 
dysregulating the processes of inflammation and immune response. In general, the effect of arginine deiminase 
on immune cells may result into disturbed production of regulatory proinflammatory molecules, such as NO, 
and related substances, inhibition of activation, migration and differentiation of individual leukocyte subsets. 
The aim of this study was to investigate the effect of arginine deiminase on the formation of inflammatory 
infiltrate in murine air pouch model of streptococcal infection. Materials and methods: The study was 
performed using S. pyogenes M49-16 expressing arginine deiminase and its isogenic mutant S. pyogenes 
M49-16delArcA with inactivated arginine deiminase gene. The flow cytometry analysis of the inflammatory 
infiltrate leukocytes subpopulation in mice infected with the original strain of S. pyogenes M49-16 and its 
isogenic mutant S. pyogenes M49-16delArcA at different periods of infection was performed. It was shown that 
the inflammation reached its peak 6 hours after streptococcal inoculation, being more pronounced in mice 
infected with the mutant strain. Тhis finding was affirmed by a simultaneous and more pronounced increase in 
the absolute numbers of all leukocyte subsets in the focus of inflammation in this group of mice when compared 
to mice infected with original bacterial strain. Despite the decrease in the absolute number of all leukocyte 
types in the inflammatory infiltrate in both groups of mice for 24 hours, this trend was more pronounced in the 
group of mice infected with mutant microbial strain. Comparison of the inflammatory infiltrates developing in 
mice infected with original versus mutant strains showed that arginine deiminase may be a pathogenicity factor 
leading to dysregulation of protective immune response, due to impaired migration of white blood cells to the 
site of infection.

Keywords: arginine deiminase, S. pyogenes, L-arginine, inflammation, leukocyte subpopulations

Введение
Аргининдеиминаза (АД) является одним из 

белков ферментативной системы аргининдеи-
миназы ADS (от англ. arginine deiminase system) у 
бактерий. ADS способствует выживанию бакте-
рий в условиях дефицита кислорода и нутриен-
тов, а также и при снижении рН среды в разных 
биологических нишах. В рамках этой системы 
АД катализирует гидролиз L-аргинина с образо-
ванием L-цитруллина и аммиака, поэтому актив-
ность фермента может приводить к истощению 
L-аргинина в микроокружении клеток организ-
ма-хозяина при инфекции [13, 18, 30]. 

Биологическая доступность L-аргинина яв-
ляется одним из факторов, которые регулируют 
активацию и эффекторные функции клеток им-
мунной системы [3, 32, 35, 37, 41]. Более того, 
биодоступность L-аргинина обеспечивает реали-

зацию одного из важнейших механизмов микро-
бицидности фагоцитов. Так, L-аргинин является 
единственным субстратом iNOS в реакциях син-
теза оксида азота (NO) [55]. NO не только обла-
дает мощным бактерицидным потенциалом, но 
также является важной регуляторной молекулой. 
Продукция NO амплифицирует воспалительную 
реакцию, что способствует привлечению лейко-
цитов в очаг воспаления [11, 25, 34, 45]. Действие 
АД на клетки иммунной системы также связано с 
регуляцией метаболизма лейкоцитов. Например, 
продукция NO является важным механизмом, 
поддержания устойчивого уровня гликолиза, со-
ответствующего биоэнергетическим и биосин-
тетическим потребностям активированных кле-
ток [4, 16, 21, 50]. Это играет ключевую роль для 
поддержания жизнеспособности лейкоцитов [27, 
50, 54], регуляции их миграции в воспаленные 
ткани, продукции этими клетками цитокинов, 
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хемокинов и липидных медиаторов воспале-
ния [2, 10, 19, 20, 24, 44, 50]. 

Кроме того, L-аргинин играет роль сигналь-
ной молекулы в рамках внутриклеточного каска-
да mTOR, ответственного за гликолитический 
тип метаболизма [12, 14]. Создание дефицита 
L-аргинина может служить дополнительным 
фактором, регулирующим переключение типа 
метаболизма в клетках, отражающееся на их эф-
фекторных функциях.

Истощение L-аргинина может являться одним 
из элементов стратегии патогена, направленной 
на ограничение или дисрегуляцию иммунных ре-
акций, поэтому АД может рассматриваться как 
фактор патогенности, способствующий выжи-
ванию и персистированию патогена. Ранее в на-
ших исследованиях была показана зависимость 
активности диссеминации S. pyogenes от их спо-
собности продуцировать АД [47]. Влияние АД 
на развитие воспаления в ходе инфекционного 
процесса до сих пор слабо изучено. Мобилиза-
ция лейкоцитов в очаг воспаления и продукция 
этими клетками микробицидных факторов игра-
ет ведущую роль в сдерживании патогена на на-
чальных этапах развития инфекции и во многом 
определяет эффективность иммунного ответа. 
С целью оценки влияния АД на формирование 
клеточного воспалительного инфильтрата в дан-
ной работе проводили сравнительный анализ 
субпопуляцион ного состава лейкоцитарного ин-
фильтрата в модели воздушного кармана у мы-
шей, зараженных исходным штаммом S. pyogenes 
M49-16 и его изогенным мутантом с инактивиро-
ванным геном АД S. pyogenes M49-16 delArcA.

Материалы и методы
Бактериальные штаммы
Исследования проводили с использовани-

ем ранее охарактеризованных [46] штаммов: 
S. pyogenes M49-16, экспрессирующего АД и его 
изогенного мутанта S. pyogenes M49-16delArcA с 
инактивированным геном АД. Штаммы были 
любезно предоставлены проф. Суворовым А.Н., 
ФБГНУ «ИЭМ» Санкт-Петербург. 

Стрептококки выращивали в аэробных усло-
виях при 37 °C в среде Todd Hewitt (Difco). Кон-
центрацию бактерий в препарате для инокуляции 
мышам определяли путем высева бактериальной 
суспензии на чашки Петри, покрытые агаром, 
содержащим 5% эритроцитов крови барана и ин-
кубировали ночь при 37 °C, после чего проводи-
ли подсчет колониеобразующих единиц (КОЕ). 
Суспензию бактериальных клеток осаждали 
центрифугированием, производили двукратную 
отмывку забуференным фосфатами физиологи-
ческим раствором («Биолот») и доводили кон-
центрацию до 1 × 106 бактериальных клеток в 1 мл 
физиологического раствора. 

Формирование воздушного кармана и инфици-
рование животных

Исследования проводили на мышах линии 
CBA/C57 Black6 (F1), 18-20 g полученных из пи-
томника «Рапполово». Мышей содержали при 
комнатной температуре при неограниченном 
доступе воды и пищи. Животные были разделе-
ны на три группы: 1-я группа (контроль) полу-
чала физиологический раствор; 2-я группа была 
заражена S. pyogenes M49-16 и 3-я группа была 
заражена S. pyogenes M49-16delArcA. Формиро-
вание воздушного кармана проводили согласно 
методике, описанной [15]. В полость воздушного 
кармана с помощью инсулинового шприца вво-
дили суспензии S. pyogenes M49-16 и S. pyogenes 
M49-16delArcA 1 × 106 бактерий в 1 мл физио-
логического раствора. Через 2, 4 и 24 часа после 
инокуляции животных подвергали эвтаназии и 
производили отбор лаважа воздушного кармана 
путем его промывания с последующей аспираци-
ей 2 мл раствора Хенкса («Биолот»), содержащего 
5 mM ЭДТА. 

Анализ субпопуляционного состава клеточного 
инфильтрата

Подсчет концентрации лейкоцитов в образцах 
проводили с использованием камеры Горяева. 
Предварительно для предотвращения неспец-
ифического связывания антител проводили бло-
кировку Fс-рецепторов на лейкоцитах. Для это-
го клетки инкубировали в присутствии 0,25 мкг 
TruStain FcX™ (анти-CD16/32, BioLegend, кат. 
№ 101319) на 106 клеток в 100 мкл ЗФР в тече-
ние 5-10 минут на льду. Для анализа субпопуля-
ций лейкоцитов производили окрашивание кле-
точной суспензии с использованием коктейля 
антител: Ly6C-FITC (кат. № 128005), Ly6G-PE 
(кат. № 127607), CD11b-PE-Cy7 (кат. № 101215), 
I-A/I-E-APC/Cyanine7 (кат. № 107627, CD11c-
АlexaFluor647 (кат. № 117314), F4/80-PerCp/Cy5.5  
(кат. № 123127) (все BioLegend) в соответствии с 
рекомендациями компании-производителя анти-
тел. Анализ образцов проводили с помощью про-
точного цитометра Navios™ (Beckman Coulter). 

Статистическая обработка данных
Данные статистически обрабатывали с по-

мощью пакетов программ Microsoft Office Excel 
2010, STATISTICA 7.0. Выполнение условия 
нормальности распределения проверяли крите-
рием Колмогорова–Смирнова. Статистическую 
оценку достоверности различий проводили с 
использованием непараметрического критерия 
Краскела–Уоллиса, попарное сравнение средних 
значений групп проводили с использованием 
апостериорного U-критерия Манна–Уитни. При 
указании средних значений после знака «±» при-
ведена стандартная ошибка среднего. Различия 
между группами считали статистически значи-
мыми при p < 0,05.
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Результаты
Исследования показали, что инфильтрат воз-

душного кармана мышей до заражения (кон-
троль) содержал 21,4% нейтрофилов, 24,9% лим-
фоцитов, 21,8% эозинофилов и 8,2% моноцитов. 
При этом суммарная доля макрофагов и дендрит-
ных клеток составляла менее 1% (табл. 1). Эти 
цифры отражали абсолютное количество лейко-
цитов каждой из субпопуляций в составе лаважа 
мышей контрольной группы (табл. 1). 

После инфицирования мышей как исходным, 
так и мутантным штаммом, происходил значи-
тельный сдвиг субпопуляционного состава вос-
палительного инфильтрата в сторону преоблада-
ния нейтрофилов с одновременным снижением 
доли клеток, принадлежащих другим популяци-
ям. Эта тенденция проявлялась раньше у мышей, 

зараженных мутантным штаммом, и достигала 
максимума в обеих группах через 6 часов после 
инокуляции (табл. 1). 

Абсолютное количество лейкоцитов в ин-
фильтрате незараженных мышей (контроль) со-
ставляло 0,8±0,29 млн клеток. Через 2 ч после 
инфицирования мышей исходным штаммом 
происходило достоверное повышение абсо-
лютного количества лейкоцитов в очаге инфек-
ции до 1,8±0,41 млн клеток, которое достигало 
4,4±0,92 млн клеток, через 6 часов и снижалось 
до 1,62±1,62 млн клеток через 24 часа, что по-
прежнему было достоверно выше абсолютного 
количества лейкоцитов в воздушном кармане не-
зараженных мышей (рис. 1). 

В группе мышей M49-16 delArcA абсолютное 
количество лейкоцитов в очаге инфекции через 2 

ТАБЛИЦА 1. ИЗМЕНЕНИЯ ОТНОСИТЕЛЬНОГО КОЛИЧЕСТВА СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛЕЙКОЦИТОВ В ЛАВАЖЕ 
ВОЗДУШНОГО КАРМАНА В ХОДЕ ИНФЕКЦИИ
TABLE 1. CHANGES IN THE RELATIVE AMOUNTS OF LEUKOCYTES SUBPOPULATIONS IN THE LAVAGE OF AIR POUCH 
DURING INFECTION

Популяции 
лейкоцитов
Leukocytes 
populations

Доля субпопуляций лейкоцитов (%, M±m) в лаваже воздушного кармана 
у мышей при инокуляции

Proportion of leukocyte subpopulations (%, M±m) in air pouch lavage 
in mice upon inoculation

Физраст-
вора
Saline 

solution

M49-16 M49-16delArcA

0 часов
0 hours 
(n = 8 )

2 часа
2 hours 
(n = 10)

6 часов
6 hours
(n = 10)

24 часа
24 hours
(n = 10)

2 часа
2 hours 
(n = 8)

6 часов 
6 hours 
(n = 10)

24 часа
24 hours 
(n = 10)

нейтрофилы
neutrophils 21,360 ± 4,495 38,340 ± 5,794

*
77,120 ± 3,141

** ¥¥
32,750 ± 4,121

* ¥¥¥
57,050 ± 6,170

* #
68,440 ± 3,033

** #
34,320 ± 3,537

* ¥¥

лимфоциты
lymphocytes 24,880 ± 7,858 10,600 ± 2,375 3,820 ± 1,830

** ¥
8,070 ± 1,687

* ¥¥
3,280 ± 0,486

*** #
5,970 ± 2,770

**
6,950 ± 1,111

* ¥

эозинофилы
eosinophils 21,780 ± 4,474 26,080 ± 2,953 10,530 ± 1,865

* ¥¥¥
21,210 ± 3,615

¥
22,940 ± 2,970 14,750 ± 2,218

¥
18,680 ± 3,157

моноциты
monocytes 8,200 ± 2,120 5,170 ± 2,146 0,920 ± 0,159

**
4,830 ± 0,850

¥¥¥
3,850 ± 1,781

*
1,850 ± 0,227

*** ##
5,970 ± 1,027

¥¥¥

дендритные 
клетки
dendritic cells

0,630 ± 0,096 0,690 ± 0,185 0,230 ± 0,057 0,460 ± 0,073 0,730 ± 0,280 0,450 ± 0,121 0,430 ± 0,059

макрофаги
macrophages 0,360 ± 0,113 0,210 ± 0,052 0,050 ± 0,012

** ¥¥
0,530 ± 0,120 

¥¥¥ 0,230 ± 0,079 0,140 ± 0,027
* ##

0,470 ± 0,068
¥¥¥

другие 
клетки
other cells

22,800 ± 3,248 18,910 ± 2,280 7,340 ± 1,670
**¥¥

32,160 ± 3,411 
¥¥¥

11,930 ± 2,161
**

8,410 ± 1,528
**

33,190 ± 3,064
*¥¥¥

Примечание. Различия достоверны: по сравнению с контролем (*** – р < 0,001; ** – p < 0,01; * – p < 0,05); по сравнению 
с долей лейкоцитов в лаваже у мышей, зараженных исходным штаммом в той же временной точке (## – p < 0,01;  
# – p < 0,05); по сравнению с долей лейкоцитов в лаваже у мышей в предыдущей временной точке (¥¥¥ – р < 0,001;  
¥¥ – p < 0,01; ¥ – p < 0,05).
Note. The differences are significant: compared to the control (***, р < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05); compared to the fraction 
of leukocytes in lavage of mice infected with the original strain at the same time point (##, p < 0.01; #, p < 0.05); compared to the 
fraction of leukocytes in lavage of mice infected with the same strain at the previous time point (¥¥¥, р < 0.001; ¥¥, p < 0.01;  
¥, p < 0.05).
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часа после заражения достоверно не отличалось 
от контроля. Однако через 6 часов после зараже-
ния абсолютное количество лейкоцитов в очаге 
повышалось до 5,96±1,603 млн клеток, что было 
сопоставимо с эффектом исходного штамма в той 
же временной точке и достоверно отличалось от 
значений, зарегистрированных в контроле. Та-
ким образом, у мышей, зараженных исходным 
штаммом, миграция клеток в очаг воспаления 
происходила быстрее, чем у мышей, зараженных 
мутантным штаммом. Однако через 24 ч в обеих 
группах мышей происходило снижение абсолют-
ного количества лейкоцитов до уровня этого по-
казателя контрольной группы. Как у мышей, за-
раженных исходным, так и мышей, зараженных 
мутантным штаммами, изменения концентрации 
лейкоцитов в очаге достигали максимальных зна-
чений через 6 часов после инокуляции. Это ука-
зывает на то, что на этом сроке наблюдался пик 
развития воспалительной реакции.

Нейтрофилы были преобладающей клеточной 
популяцией, составляющей клеточный инфиль-
трат, в очаге инфекции, вызванной исходным и 
мутантным штаммами на всех сроках инфекции. 
При этом наблюдались некоторые различия в 
динамике накопления нейтрофилов у мышей, 
зараженных исходным и мутантным штаммом. 
Абсолютное количество нейтрофилов в воспали-
тельном инфильтрате мышей, зараженных исход-
ным штаммом, было достоверно ниже, по срав-
нению с этим показателем у мышей, зараженных 
мутантным штаммом, через 6 часов после ино-
куляции (рис. 2А). Однако в дальнейшем сниже-
ние количества этих клеток в очаге происходило 
быстрее у мышей, зараженных мутантным штам-
мом, и через 24 часа количество нейтрофилов в 
очаге при инфекции мутантным штаммом было 
достоверно ниже по сравнению с этим показате-
лем у мышей, зараженных исходным штаммом. 

Абсолютное количество лимфоцитов в ин-
фильтрате мышей, зараженных исходным штам-
мом, в ходе инфекции достоверно не изменялось. 
При заражении мутантным штаммом проис-
ходило достоверное снижение количества этих 
клеток через 2 и 24 часа пост-инфекции. Повы-
шение количества этих клеток через 6 часов пост-
инфекции не было достоверным (рис. 2Б).

Эозинофилы были второй по численности 
после нейтрофилов популяцией лейкоцитов, со-
ставляющей воспалительный инфильтрат как 
при инфекции исходным, так и при инфекции 
мутантным штаммами (рис. 2В). При этом ди-
намика изменения абсолютного количества этих 
клеток была разной. В обеих группах мышей до-
стоверное повышение количества эозинофилов 
происходило уже через 2 часа после инфициро-
вания (рис. 2В). Однако при инфекции исход-
ным штаммом этот показатель в дальнейшем до-
стоверно не изменялся. В то время как у мышей, 

Рисунок 1. Изменения абсолютного количества 
лейкоцитов в составе лаважа воздушного кармана 
в ходе инфекции
Примечание. Различия достоверны: по сравнению 
с контролем (** – p < 0,01; * – p < 0,05); по сравнению 
с количеством лейкоцитов в лаваже у мышей, зараженных 
тем же штаммом в предыдущей временной точке (¥¥ – p < 0,01; 
¥ – p < 0,05).
Figure 1. Changes in the number of leukocytes in the lavage 
of air pouch during infection
Note. The differences are significant: compared to the control  
(**, p < 0.01; *, p < 0.05); compared to the number of leukocytes in 
lavage of mice infected with the same strain at the previous time point 
(¥¥, p < 0.01; ¥, p < 0.05).

зараженных мутантным штаммом, через 6 часов 
пост-инфекции происходило двукратное повы-
шение количества эозинофилов и далее через 
24 часа снижение этого параметра до исходного 
уровня. 

У мышей, зараженных мутантным штаммом 
через 6 часов постинфекции в воспалительном 
инфильтрате было зарегистрировано достовер-
ное повышение абсолютного количества моно-
цитов (рис. 2Г), макрофагов (рис. 2Д) и дендрит-
ных клеток (рис. 2Е). При этом через 24 часа этот 
показатель снижался до уровня близкого к кон-
тролю. При инфекции исходным штаммом нако-
пление макрофагов в очаге происходило только 
через 24 часа после инокуляции. Достоверных 
изменений абсолютного количества моноцитов 
и дендритных клеток при этом не наблюдалось.

Обсуждение
Клетки врожденного иммунитета являются 

ключевыми факторами в уничтожении патоге-
нов. Первую линию защиты при инфекции со-
ставляют резидентные макрофаги. Важная роль 
этих клеток в элиминации стрептококков груп-
пы А (СГА) обусловлена их высокой фагоцитар-
ной активностью и способностью продуцировать 
большие количества провоспалительных цито-
кинов, активных форм кислорода и NO. Способ-
ность макрофагов эффективно элиминировать 
стрептококков продемонстрирована в многочис-
ленных исследованиях in vitro и in vivo. Показано, 
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что деплеция макрофагов или ингибирование их 
фагоцитарной активности приводит к усилению 
диссеминации S. pyogenes [1, 22, 31, 52]. У мышей, 
зараженных мутантным штаммом, накопление 
макрофагов в очаге инфекции происходило на 
более раннем сроке по сравнению с этим показа-
телем у мышей, зараженных исходным штаммом. 
Пул тканевых макрофагов пополняется за счет 
миграции и дифференцировки моноцитов из 
кровеносного русла [42], и этот процесс много-
кратно усиливается при воспалении [52]. Поэто-
му снижение скорости накопления макрофагов в 
очаге при инфекции исходным штаммом может 
быть связано с ингибированием миграции моно-
цитов в очаг или подавлением дифференцировки 
моноцитов в макрофаги. Действительно, только 
при инфекции мутантным штаммом через 6 ча-
сов после инокуляции происходило повышение 
концентрации моноцитов в очаге воспаления 

(рис. 2Г). Концентрация моноцитов при инфек-
ции, вызванной исходным штаммом, на этом 
сроке достоверно не изменялась. 

Дендритные клетки, так же как и макрофаги, 
являются «сенсорами» микробных паттернов и 
инициируют иммунный ответ на патогены [40]. 
В наших экспериментах только у мышей, зара-
женных мутантным штаммом, происходило до-
стоверное по сравнению с контролем повышение 
концентрации дендритных клеток в очаге через 
6 часов после инокуляции. Тогда как концен-
трация клеток данной популяции в очаге вос-
паления мышей, инфицированных исходным 
штаммом, достоверно не изменялась. Выявлен-
ные отличия могут быть связаны со снижением 
миграции в очаг воспаления как моноцитов, так 
и предшественников дендритных клеток, равно 
как и нарушение процессов дифференцировки 
моноцитов в дендритные клетки у мышей, зара-

Рисунок 2. Изменения абсолютного количества лейкоцитов разных субпопуляций в составе лаважа воздушного 
кармана в ходе инфекции
Примечание. А – нейтрофилы; Б – лимфоциты; В – эозинофилы; Г – моноциты; Д – макрофаги; Е – дендритные клетки. По оси 
абсцисс – время после инокуляции (часы); по оси ординат – абсолютное количество клеток × 105.
Различия достоверны: по сравнению с контролем (*** – р < 0,001; ** – p < 0,01; * – p < 0,05); по сравнению с количеством 
лейкоцитов в лаваже у мышей, зараженных исходным штаммом в той же временной точке (## – p < 0,01; # – p < 0,05); по 
сравнению с количеством лейкоцитов в лаваже у мышей, зараженных тем же штаммом в предыдущей временной точке  
(¥¥¥ – р < 0,001; ¥¥ – p < 0,01; ¥ – p < 0,05).
Figure 2. Changes in the number of leukocytes from different subpopulations in the lavage of air pouch during infection
Note. A, neutrophils; B, lymphocytes; C, eosinophils; D, monocytes; E, macrophages; F, dendritic cells. Abscissa, time after inoculation (hours); 
ordinate, number of cells × 105.
The differences are significant: compared to the control (***, р < 0.001; **, p < 0.01; *, p < 0.05); compared to the number of leukocytes in lavage 
of mice infected with the original strain at the same time point (##, p < 0.01; #, p < 0.05); compared to the number of leukocytes in lavage of mice 
infected with the same strain at the previous time point (¥¥¥, р < 0.001; ¥¥, p < 0.01; ¥, p < 0.05).
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женных исходным штаммом. Дендритные клетки 
располагаются повсеместно в местах первичного 
проникновения СГА в организм хозяина – в коже 
и слизистых. При распознавании консерватив-
ных структур патогенов, дендритные клетки бы-
стро активируются и продуцируют провоспали-
тельные цитокины, определяющие дальнейшее 
направление развития адаптивного иммунного 
ответа [40]. Этот процесс сопровождается повы-
шением экспрессии молекул главного комплекса 
гистосовместимости и костимуляторных моле-
кул, которые усиливают иммуногенность этих 
клеток и способность индуцировать адаптивный 
иммунный ответ [28, 29, 40].

Подавлением дифференцировки и активации 
дендритных клеток в очаге можно объяснить сни-
женное абсолютное количество лимфоцитов у 
мышей группы S. pyogenes M49-16, по сравнению 
с этим показателем у мышей группы S. pyogenes 
M49-16delArcA. Абсолютное количество лимфо-
цитов в очаге инфекции мутантным штаммом до-
стигало пиковых значений в точке 6 часов после 
начала эксперимента, а также превышало в 2 раза 
значения, полученные у мышей, инфицирован-
ных исходным штаммом (рис. 2Б). Абсолютное 
содержание лимфоцитов при инфекции исход-
ным штаммом достоверно не отличалось от кон-
троля. На модели кожной стрептококковой ин-
фекции было показано, что дендритные клетки 
ограничивают диссеминацию СГА [17, 28]. Ден-
дритные клетки являются основным источником 
IL-12, продукция которого необходима для раз-
вития протективного иммунного ответа на вну-
триклеточные патогены [28, 29]. Стрептококки 
традиционно считаются внеклеточно-паразити-
рующими бактериями, однако в последнее вре-
мя появляется все больше экспериментальных 
данных, свидетельствующих о том, что эти бак-
терии используют специфические молекулярные 
механизмы, позволяющие избегать элиминации 
в фаголизосомах, но персистировать и реплици-
роваться внутриклеточно [52]. Показано, что рас-
познавание СГА дендритными клетками мыши и 
человека индуцирует их созревание и продукцию 
цитокинов, связанных с Th1 типом иммунного 
ответа, в частности IFNγ [5, 6, 7, 29]. Это усили-
вает бактерицидную активность макрофагов и 
способность элиминировать внутриклеточно па-
разитирующие бактерии [28, 29].

Активация макрофагов и дендритных клеток 
при первичном контакте с патогеном запускает 
продукцию этими клетками провоспалительных 
цитокинов, привлекающих в очаг другие клет-
ки-эффекторы врожденного иммунитета [23, 33, 
48, 52]. Нейтрофилы являются наиболее много-
численной популяцией лейкоцитов крови и пер-
выми мигрируют из кровеносного русла в ткани. 
В наших экспериментах не было выявлено отли-
чий в накоплении нейтрофилов у мышей, инфи-

цированных исходным и мутантным штаммом, 
в очаге на начальной стадии развития инфекции 
(рис. 2А). Достоверное трехкратное повышение 
концентрации нейтрофилов происходило у мы-
шей обеих групп через 2 часа после инокуляции. 
Однако уже через 6 часов после начала экспери-
мента дальнейший прирост концентрации ней-
трофилов в очаге инокуляции у мышей, зара-
женных мутантным штаммом, был значительно 
выше такового мышей, инфицированных исход-
ным штаммом. Полученные результаты позволя-
ют предположить, что АД подавляет миграцию 
нейтрофилов в очаг воспаления – напрямую или 
опосредованно, возможно, за счет подавления 
продукции хемоаттрактантных молекул и про-
воспалительных цитокинов клетками-резидента-
ми. Нейтрофилы участвуют в ограничении дис-
семинации и элиминации патогена за счет своей 
фагоцитарной активности и продукции широко-
го спектра бактерицидных молекул [53]. Наруше-
ние механизмов рекрутирования нейтрофилов 
в очаг воспаления на ранних стадиях развития 
инфекции может приводить к дальнейшей дис-
регуляции иммунного ответа и снижать эффек-
тивность элиминации патогена [8]. 

Эозинофилы были второй по численности 
после нейтрофилов популяцией лейкоцитов, со-
ставляющей воспалительный инфильтрат при 
инфекции исходным и мутантным штаммом. 
Через 6 часов после инокуляции количество этих 
клеток в очаге у мышей, инфицированных му-
тантным штаммом, было в 2 раза выше по срав-
нению с этим показателем у мышей, зараженных 
исходным штаммом (рис. 2В). Эти результаты 
доказывают, что АД может прямо или опосредо-
ванно снижать эффективность накопления эо-
зинофилов в участке воспаления. Полученные в 
наших экспериментах результаты и данные дру-
гих исследователей показывают, что при стрепто-
кокковой инфекции эозинофилы могут состав-
лять значительную долю клеток воспалительного 
инфильтрата [15]. Несмотря на приобретение в 
ходе эволюции узкой специализации – борьбы 
с гельминтами, эозинофилы сохранили многие 
функциональные характеристики, свойствен-
ные клеткам нейтрофильного ряда [38, 51]. Так, 
эозинофилы экспрессируют широкий спектр 
рецепторов, распознающих бактериальные пат-
терны [36, 56]. Так же как и нейтрофилы, хотя 
и с меньшей эффективностью, они способны к 
фагоцитозу патогенов [43] с последующей эли-
минацией в фаголизосомах с помощью MBP (от 
англ. major basic protein и ECP (от англ. eosinophil 
cationic protein), а также и эозинофильной перок-
сидазы [26, 38]. Эозинофилы способны активно 
участвовать в элиминации патогенных микро-
организмов за счет секреции цитотоксических 
гранул, содержащих антимикробные субстан-
ции [38, 49], и выброса внутриклеточной ДНК 
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(«эозинофильных ловушек») [9, 26, 38, 39]. Поэ-
тому эти клетки могут играть важную роль в эли-
минации патогенов при бактериальной инфек-
ции. Снижение накопления в очаге этих клеток 
при инфекции исходным штаммом, экспресси-
рующим АД может ослаблять защитные иммун-
ные реакции.

После элиминации патогена, макрофаги уча-
ствуют в клиренсе очага, осуществляя фагоцитоз 
апоптотических клеток и элиминацию клеточ-
ного дебриса. Это служит важным механизмом 
ограничения активации клеток иммунной си-
стемы. Фагоцитоз макрофагами апоптотических 
телец в очаге воспаления, индуцирует продукцию 
этими клетками противовоспалительных цито-
кинов. Дисрегуляция функциональной активно-
сти макрофагов может приводить к нарушению 
программы разрешения воспаления в очаге ин-
фекции. Нарушением этих процессов и/или не-
продуктивной воспалительной реакцией можно 
объяснить повышение концентрации макрофа-
гов в составе воспалительного инфильтрата на 

24 часа пост-инфекции у мышей, зараженных 
исходным штаммом. В отличие от этого, у мы-
шей, зараженных мутантным штаммом через 24 
часа происходило достоверное снижение коли-
чества всех лейкоцитов в очаге. Повышенные по 
сравнению с контролем на сроке 24 часа пост-
инфекции исходным штаммом абсолютные зна-
чения нейтрофилов, эозинофилов, дендритных 
клеток и макрофагов говорят в пользу этого пред-
положения. У мышей, зараженных мутантным 
штаммом через 24 часа после инокуляции эти по-
казатели возвращаются к исходным или близким 
к исходным значениям. 

Заключение
Сравнение формирования воспалительного 

инфильтрата у мышей, зараженных исходным 
S. pyogenes M49-16 и его изогенным мутантом 
S. pyogenes M49-16delArcA штаммами показал, что 
активность АД может приводить к дисрегуляции 
защитных реакций врожденного иммунитета. 
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ФЕНОТИПИЧЕСКИЙ ПРОФИЛЬ ЛИМФОИДНЫХ 
КЛЕТОК ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ 
С ВОСПАЛИТЕЛЬНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ КИШЕЧНИКА
Зафранская М.М.1, 2, Адамович А.Ю.1, Воробей А.В.1, 
Старостин А.М.1, Нижегородова Д.Б.1, 2

1 Белорусская медицинская академия последипломного образования, Минск, Республика Беларусь  
2 Международный экологический институт им. А.Д. Сахарова Белорусского государственного университета, 
Минск, Республика Беларусь

Резюме. В последнее время активно изучаются механизмы распознавания и эффекторных реак-
ций звеньев иммунной системы в инициации и поддержании иммуно-медиированнного воспаления 
и повреждения ткани при воспалительных заболеваниях кишечника, к которым относятся болезнь 
Крона и язвенный колит. Имеющиеся данные свидетельствуют о том, что аномальный иммунный 
ответ против микроорганизмов кишечной флоры является причиной заболевания у генетически вос-
приимчивых людей. Несмотря на накопившиеся данные об особенностях иммунных нарушений при 
язвенном колите и болезни Крона, остаются открытыми вопросы вовлечения минорных популяций 
лимфоцитов и различных функционально активных молекул, которые играют фундаментальную 
роль в распознавании и инициации иммунного ответа и могут рассматриваться как биомаркеры па-
тологического процесса при воспалительных заболеваниях кишечника. Наибольший интерес пред-
ставляют популяции Т-лимфоцитов с γδТ-клеточным рецептором, В1-клетки и NKT-лимфоциты; 
среди функционально активных молекул рассматриваются TLRs (toll-like receptors), CD89, CD314 и 
др. Принимая во внимание прогресс в изучении природы распознавания и активации клеток иммун-
ной системы, в работе представлена фенотипическая и функциональная характеристика основных и 
минорных популяций лимфоцитов периферической крови 25 пациентов с воспалительными заболе-
ваниями кишечника, находившихся на стационарном лечении в хирургическом отделении учрежде-
ния здравоохранения «Минская областная клиническая больница» (Республика Беларусь) в период 
2018-2020 гг. Выявленные изменения в фенотипе лимфоцитов периферической крови пациентов с 
воспалительными заболеваниями кишечника позволяют предположить различный иммунологиче-
ский профиль, превалирующий в механизмах повреждения при болезни Крона и язвенном колите: 
у пациентов с болезнью Крона в патогенез заболевания вовлекаются В1-лимфоциты с фенотипом 
CD19+CD5+, NK-клетки в сочетании с увеличением CD56bright популяции и NK-Т-клетки с провос-
палительной/регуляторной направленностью, в то время как при язвенном колите патогенетическую 
роль в поддержании хронического воспаления играют Т-, В-, NK-лимфоциты с провоспалительным 
фенотипом и Т-лимфоциты с γδ Т-клеточным рецептором. Учитывая функциональную значимость 
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активационных рецепторов, количество TLR4- и CD89-позитивных клеток может использоваться 
для разработки иммунологических критериев/биомаркеров оценки терапевтической эффективности 
новых лекарственных средств. Изучение взаимодействия между различными компонентами врож-
денной и адаптивной иммунной системы откроет новые перспективы в понимании иммунологиче-
ских нарушений, связанных с хроническим воспалением желудочно-кишечного тракта.

Ключевые слова: воспалительные заболевания кишечника, фенотип, лимфоидные клетки

PHENOTYPIC PROFILE OF PERIPHERAL BLOOD 
LYMPHOCYTES IN PATIENTS WITH INFLAMMATORY BOWEL 
DISEASES
Zafranskaya M.M.a, b, Adamovich H.Yu.a, Varabei A.U.a, Starastin A.M.a, 
Nizheharodava D.B.a, b 
a Belarusian Medical Academy for Postgraduate Education, Minsk, Republic of Belarus  
b International Sakharov Environmental Institute, Belarusian State University, Minsk, Republic of Belarus

Abstract. Mechanisms of recognition and effector responses of immune system upon initiation and 
maintenance of immune-mediated inflammation and tissue damage in inflammatory bowel diseases, including 
Crohn’s disease and ulcerative colitis (UC), have been actively studied over recent time. Existing evidence 
suggests these diseases to be caused by abnormal immune response against intestinal flora microorganisms in 
genetically susceptible individuals. Despite available data on the features of immune disorders in ulcerative 
colitis and Crohn’s disease, there are still many questions about the involved minor lymphocyte subpopulations 
and contribution of various functionally active molecules, which play a key role in recognition and initiation 
of the immune response and can be considered biomarkers of a pathological process in inflammatory 
bowel diseases. The populations of T lymphocytes with γδT cell receptor, B1 cells and NK T lymphocytes 
are of greatest interest, as well as functionally active TLRs (Toll-like receptors), CD89, CD314, etc. Due to 
substantial progress in studying the nature of recognition and activation of the immune cells, the paper presents 
phenotypic and functional characteristics of major and minor subpopulations of peripheral blood lymphocytes 
observed in 25 patients treated at the Surgery Department of the State Institution “Minsk Regional Clinical 
Hospital” (Republic of Belarus) from 2018 to 2020. The detected changes in peripheral blood lymphocyte 
phenotype of inflammatory bowel diseases patients suggest distinct immunological profiles prevailing in the 
damage mechanisms in Crohn’s disease and ulcerative colitis. I.e., in Crohn’s disease patients, B1 lymphocytes 
with CD19+CD5+ and NK cells in combination with increased CD56bright population, as well as NK T cells 
with anti-inflammatory and regulatory activity are involved into genesis of the disease. In ulcerative colitis, T, 
B, NK lymphocytes with pro-inflammatory phenotype and T lymphocytes with γδ T cell receptor may play a 
pathogenetic role in maintenance of chronic inflammation. With respect to functional significance of activating 
receptors, the number of TLR4- и CD89-positive cells may be used for developing immunological criteria/
biomarkers of therapeutic efficacy of new drugs. Studying interactions between innate and adaptive immunity 
will open new perspectives in understanding immunological disorders associated with chronic gastrointestinal 
inflammation. 

Keywords: inflammatory bowel disease, phenotype, lymphoid cells

Введение
Воспалительные заболевания кишечни-

ка (ВЗК), к которым относятся болезнь Крона 
(БК) и язвенный колит (ЯК), представляют со-
бой гетерогенную группу хронических аутоим-

мунных заболеваний, при которых поражается 
желудочно-кишечный тракт (ЖКТ) в результате 
дисрегуляции врожденного и адаптивного им-
мунного ответа по отношению к компонентам 
нормальной микрофлоры на фоне генетической 
предрасположенности и воздействия факторов 
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окружающей среды. Актуальность проблемы 
ВЗК подтверждается отсутствием специфиче-
ского эффективного лечения. Для разработки и 
использования новых лекарственных средств се-
лективного действия требуется детальное иссле-
дование патогенеза ВЗК [1].

Иммунный ответ является эффекторным зве-
ном, опосредующим воспаление, и понимание 
его функции для ЖКТ и его нарушение при БК 
и ЯК являются основой, позволяющей раскрыть 
механизмы хронического кишечного воспале-
ния [10]. Изменение активационного статуса 
лимфоидных клеток и реакции миелоидных кле-
ток на цитокиновые и микробные стимулы при-
водит к формированию абберантного иммунного 
ответа, который играет решающую роль в разви-
тии ВЗК [2]. 

Несмотря на накопившиеся данные об осо-
бенностях иммунных нарушений при ЯБ и БК, 
остаются открытыми вопросы вовлечения ми-
норных популяций лимфоцитов и роли экспрес-
сии различных функционально активных моле-
кул, которые играют фундаментальную роль в 
распознавании и инициации иммунного ответа 
и могут рассматриваться как биомаркеры пато-
логического процесса при ВЗК. Наибольший 
интерес представляют популяции Т-лимфоцитов 
с γδТ-клеточным рецептором, В1-клетки и NKT-
лимфоциты; среди функционально активных мо-
лекул рассматриваются TLRs (toll-like receptors), 
CD89, CD314 и др. [8, 12, 23, 28].

Принимая во внимание прогресс в изучении 
природы распознавания и активации клеток им-
мунной системы, цель исследования заключа-
лась в изучении фенотипа и функционального 
состояния по экспрессии TLR4, CD89 и CD314 
рецепторов основных и минорных популяций 

лимфоцитов периферической крови пациентов с 
БК и ЯК.

Материалы и методы
Характеристика исследуемых пациентов с 

ВЗК и контрольной группы 
В исследование включено 25 пациентов (17 

мужчин и 8 женщин, медианный возраст – 32,0 
(22,0-47,0) лет, средняя продолжительность забо-
левания – 4,0 (2,0-6,0) лет) с ВЗК, находившихся 
на стационарном лечении в хирургическом от-
делении УЗ «Минская областная клиническая 
больница» (Республика Беларусь) в период 2018-
2020 гг.: 18 пациентов с БК и 7 пациентов с ЯК. 
Диагнозы «болезнь Крона» и «язвенный колит» 
верифицированы на основании индекса актив-
ности болезни Крона (Crohn’s disease activity 
index, CDAI) (0 – клиническая ремиссия, 1 – 
низкая активность, 2 – умеренная активность, 
3 – высокая активность) [5, 6], и эндоскопиче-
ской активности ЯК по балльной шкале Mayo 
Endoscopic Score (0 – ремиссия, 1 – минималь-
ная активность, 2 – умеренная активность, 3 – 
выраженная активность) [11, 29]. Все пациенты 
находились на противовоспалительной и имму-
носупрессивной терапии. Группу сравнения (ГС) 
составили 22 здоровых донора (11 мужчин и 11 
женщин, медианный возраст – 40,0 (36,0-47,2) 
лет). Клинико-демографическая характеристика 
пациентов c ВЗК представлена в таблице 1.

Выделение мононуклеаров периферической кро-
ви (МПК) пациентов

МПК выделяли путем наслаивания разве-
денной в физиологическом растворе перифери-
ческой крови на градиент плотности ROTI®Sep 
1077 (Carl Roth, Германия) с последующим 
центрифугированием в течение 30 мин при 

ТАБЛИЦА 1. КЛИНИКО-ДЕМОГРАФИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУПП

TABLE 1. CLINICAL AND DEMOGRAPHIC CHARACTERISTICS OF STUDY GROUPS 

Исследуемые 
группы

Study groups
n

Пол, м/ж
Gender, 

m/f

Возраст, лет
Age, y. o.

Тяжесть 
заболевания, n
Clinical severity 

score, n
(0/1/2/3 score)

Продолжительность 
заболевания, лет

Duration of the disease, years

Пациенты с БК
CD patients 18 13/5 31,0

(21,2-47,0) 10/4/4/0* 4,0
(2,0-5,0)

Пациенты с ЯК 
UC patients 7 4/3 37,0

(24,5-48,0) 1/3/3/0** 6,0
(4,0-6,0)

Доноры 
Сontrol group 22 11/11 40,0

(36,0-47,2) – –

Примечание. * – клиническая активность БК по индексу Беста; ** – эндоскопическая активность ЯК по балльной шкале 
Mayo Endoscopic Score.

Note. *, CDAI adapted by Best; **, Mayo Endoscopic Score.
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1500 об/ мин. Далее клеточный осадок дважды от-
мывали в физиологическом растворе (10 мин при 
1500 об/ мин). 

Метод проточной цитофлуориметрии
Для фенотипирования цельной перифери-

ческой крови использовали 2 панели монокло-
нальных антител (МАТ): CD45-FITC/CD4-RD1/
CD8-ECD/CD3-PC5 и CD45-FITC/CD56-RD1/
CD19-ECD/CD3-PC5 (Beckman Coulter, США). 
К 100 мкл биологического образца добавляли 
коктейли МАТ согласно инструкции произво-
дителя. Инкубацию проб с МАТ осуществляли в 
течение 15 мин в темноте при комнатной темпе-
ратуре. Для последующего лизирования эритро-
цитов использовали раствор VersaLyse (Beckman 
Coulter, США). 

Поверхностный фенотип выделенных на гра-
диенте плотности МПК определяли с использо-
ванием МАТ TLR4-FITC, CD89-FITC, CD5-PE, 
CD314-PE, CD19-PC5, γδTCR-PC5, CD56-PC7, 
CD3-APC (Beckman Coulter, США; R&D, Ка-
нада). Регистрацию результатов выполняли на 

50 000 клеток с использованием проточных ци-
тометров FC500 и CytoFlex (Beckman Coulter, 
США).

Метод статистической обработки данных
Статистическую обработку данных проводили 

с использованием пакета программ Statistica 8.0. 
Cтатистически значимые различия определяли 
при уровне р < 0,05. Для описательной стати-
стики исследуемых групп использовали показа-
тели медианы, нижнего и верхнего процентилей 
(Q0,25-Q0,75). Сравнение групп и определение ста-
тистически значимых различий осуществляли 
непараметрическим U-критерием Манна–Уитни 
для независимых переменных. Корреляционный 
анализ выполняли по Спирмену с расчетом ко-
эффициентов ранговой корреляции (R).

Результаты
Фенотипическая характеристика лимфоцитов 

периферической крови пациентов с ВЗК пред-
ставлена в таблице 2. 

ТАБЛИЦА 2. ФЕНОТИПИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЛИМФОИДНЫХ КЛЕТОК ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ 
С ВЗК, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. PHENOTYPE OF PERIPHERAL BLOOD LYMPHOID CELLS IN IBD PATIENTS, Me (Q0.25-Q0.75)

Субпопуляции лимфоидных клеток
Lymphoid cells subsets

Исследуемые группы
Study groups

pБК
CD

ЯК
UC

ГС
CG

1 2 3
Т-клетки (CD3+), %
Т cells (CD3+), %

79,8 
(68,3-85,2)

77,6 
(65,1-86,0)

74,9 
(68,2-77,4) р1-3 = 0,07

Тh (СD3+CD4+), % 68,8 
(57,9-71,4)

57,3 
(50,1-61,3)

65,1 
(59,2-70,3) р2-3 = 0,07

CTL (СD3+CD8+), % 25,7 
(23,3-30,8)

31,7 
(23,4-33,5)

28,0 
(22,5-33,8) n/s

DN (CD3+CD4-CD8-), % 5,5 
(3,6-8,0)

8,7 
(7,2-17,8)

4,9 
(3,6-7,0)

p1-2 = 0,03
p2-3 = 0,003

B-клетки (CD19+), %
B-cells (CD19+), %

8,8 
(6,1-14,1)

8,8 
(6,6-10,7)

10,1 
(7,5-12,6) p1-3 = 0,07

B1-клетки (CD19+CD5+), %
B1 cells (CD19+CD5+), %

4,2 
(3,4-13,3)

11,1 
(7,1-13,8)

16,5 
(13,7-27,7) p1-3 = 0,015

NK (CD56+), % 6,5 
(5,1-13,4)

9,5 
(6,5-19,8)

13,3 
(11,6-17,9) p1-3 = 0,001

NK bright (CD56bright), % 6,2 
(3,6-14,0)

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

3,5 
(2,3-4,8)

p1-2 = 0,04
p1-3 = 0,02

NKT (CD56+CD3+), % 6,3 
(2,6-11,0)

2,2 
(1,4-5,8)

1,5 
(0,8-3,4) p1-3 = 0,001

γδγδТ-клетки (CD3+γδγδTCR+), %
γδТ cells (CD3+γδTCR+), %

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

10,3 
(5,3-11,9)

3,1 
(2,1-5,5) p2-3 = 0,03

Примечание. n/s – отсутствие статистически значимых различий.

Note. n/s, significant differences are absent.
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Рисунок 1. Количество CD89-позитивных В- и  
В1-лимфоцитов в периферической крови пациентов 
исследуемых групп
Примечание. * – статистически значимые различия с уровнем 
p < 0,05; ** – с уровнем p < 0,01. 
Figure 1. Number of CD89-positive B and B1 lymphocytes in  
the peripheral blood of study groups
Note. *, statistically significant differences with p-level < 0.05; **, with 
p-level < 0.01.

Рисунок 2. Количество TLR4 позитивных T-, В-, NK- и 
γδγδT-лимфоцитов в периферической крови пациентов 
исследуемых групп
Примечание. * – статистически значимые различия с уровнем 
p < 0,05; ** – с уровнем p < 0,01. 
Figure 2. Number of TLR4-positive T, B, NK and 
γδT lymphocytes in the peripheral blood of study groups
Note. *, statistically significant differences with p-level < 0.05; **, with 
p-level < 0.01.

Статистически значимых различий в количе-
стве лейкоцитов, лимфоцитов и основных по-
пуляций Т- и В-лимфоцитов у пациентов с БК 
и ЯК по сравнению с ГС не установлено. При 
этом у пациентов с БК отмечается снижение ко-
личества B1-клеток с фенотипом CD19+CD5+ 
(p = 0,015) и CD56+NK-клеток (p = 0,001), наряду 
с увеличением количества CD56brightNK-клеток и 
СD56+CD3+NKT-клеток (p = 0,02 и 0,001 соот-
ветственно). 

У пациентов с ЯК по сравнению с ГС не вы-
явлено изменений в количестве минорных по-

пуляций лимфоидных клеток за исключением 
статистически значимого увеличения «двойных 
негативных» Т-лимфоцитов с фенотипом 
CD3+CD4-CD8- (DN) и Т-лимфоцитов с γδТ-
клеточным рецептором. При этом процентное 
содержание γδТ-лимфоцитов в периферической 
крови пациентов с ВЗК прямо пропорционально 
коррелировало с количеством СD3+CD4-CD8-Т-
лимфоцитов (R = 0,74; p = 0,0001).

Несмотря на отсутствие статистически 
значимых различий в количестве, функционально 
В-лимфоциты пациентов с ЯК характеризовались 

ТАБЛИЦА 3. КОЛИЧЕСТВО CD314-ПОЗИТИВНЫХ T-, TNK- И γγδδT-ЛИМФОЦИТОВ В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
ПАЦИЕНТОВ ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУПП, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 3. NUMBER OF CD314-POSITIVE T, TNK AND γδT LYMPHOCYTES IN PERIPHERAL BLOOD OF STUDY GROUPS,  
Me (Q0.25-Q0.75) 

Субпопуляции лимфоидных 
клеток

Subpopulations of lymphoid cells

Исследуемые группы
Study groups

pБК
CD

ЯК
UC

ГС
CG

1 2 3

CD3+СD314+, % 36,84
(31,47-41,55)

43,58
(40,96-44,15)

36,88
(28,36-43,25)

p1-2 = 0,03
p2-3 = 0,02

CD3+CD56+СD314+, % 91,03
(87,63-92,23)

82,84
(80,81-84,87)

58,24
(38,71-81,44)

p1-3 = 0,0001
p2-3 = 0,016

CD3+γδγδTCR+СD314+, % 91,17 
(83,75-93,39)

92,78 
(90,95-94,62)

84,92 
(72,50-90,13)

p1-3 = 0,02
p2-3 = 0,03

CD19+ CD3+ CD19+ CD56+ γδTCR+CD19+CD5+

БК (CD) ЯК (UC) ГС (CG) БК (CD) ЯК (UC) ГС (CG)

Эк
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9, 

%
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%
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12
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увеличением экспрессии CD89 и процентное со-
держание CD19+CD89+ лимфоцитов составило 
2,46 (1,78-3,25) % по сравнению со здоровыми 
донорами (1,62 (1,17-1,85) %, р = 0,021) (рис. 1). 
Увеличенное количество CD89-позитивных В1-
клеток отмечалось как у пациентов с БК, так и у 
пациентов с ЯК (р = 0,003 и р = 0,009 соответ-
ственно).

Патогенез ВЗК характеризуется дисфункцией 
иммунной системы, ассоциированной со слизи-
стыми оболочками ЖКТ, в отношении резидент-
ной микробиоты и других токсических антигенов 
в результате нарушения баланса мукозального 
иммунитета и нормальной микрофлоры организ-
ма, взаимодействие между которыми частично 
опосредуется через TLRs. Статистически значи-
мое увеличение количества Т-, В-, NK- и γδТ-
лимфоцитов, экспрессирующих TLR4, наблюда-
лось только у пациентов с ЯК (рис. 2).

Цитотоксическая направленность лимфоид-
ных клеток оценивалась по экспрессии СD314 
(табл. 3). У пациентов исследуемых групп в разной 
степени выраженности установлено статистиче-
ски значимое увеличение CD314-позитивных Т-, 
NK- и γδТ-лимфоцитов. 

Обсуждение
В последнее время активно изучаются меха-

низмы распознавания и эффекторных реакций 
звеньев иммунной системы в инициации и под-
держании иммуно-медиированнного воспале-
ния и повреждения ткани при ВЗК. Изменения 
иммунитета при БК и ЯК имеют общую на-
правленность: БК описывается как Th1/ Th17-
медиированное заболевание, в то время как 
при ЯК характерны черты атипичного Th2-
клеточного иммунного ответа [18]. Классиче-
ски считается, что адаптивный иммунный от-
вет играет основную роль в патогенезе ВЗК [3]. 
Тем не менее последние достижения в области 
им мунологии и генетики прояснили, что врож-
денный иммунный ответ одинаково важен для 
индукции воспаления кишечника у пациентов 
[14]. Проведенные нами исследования не вы-
явили изменений в количестве CD3+, CD3+CD4+, 
CD3+CD8+ и CD19+ лимфоцитов перифериче-
ской крови пациентов с БК и ЯК по сравнению 
с группой здоровых доноров при обнаружении 
статистически значимых различий только в груп-
пе пациентов с БК в количестве так называемых 
минорных популяций, к которым относятся В1-
лимфоциты, NK-клетки в сочетании с CD56bright 
и NKT-клетки.

В1-клетки располагаются, в основном, в 
плевральной и перитонеальной полостях, фе-
нотипически и функционально отличаются от 

классических В2-клеток периферической крови, 
продуцируют полиреактивные низкоаффинные 
антитела в ответ на бактериальные патогены и 
апоптотические продукты, IL-10, усиливают ан-
тигенный процессинг и презентацию, тем самым 
могут играть определенную роль в патогенезе 
аутоиммунных болезней [12]. NK-клетки рас-
сматриваются как врожденные лимфоидные 
клетки 1 (ILCs – innate lymphoid cells), вслед-
ствие их способности продуцировать IFNγ [4]. 
CD56bright относятся к регуляторной популяции 
NK-клеток, которая заселяет, в основном, пери-
фолликулярные зоны вторичных лимфоидных 
органов, характеризуется отсутствием / низкой 
экспрессией литических гранул, высокой про-
лиферативной и цитокин-продуцирующей ак-
тивностью, влияя тем самым на иммунный ответ 
(двойственная роль: провоспалительный IFNγ и 
регуляторный – TNFβ, IL-5, IL-10, и IL-13 про-
фили) [20, 22, 23]. Кроме того, в последнее время 
рассматривается двойственная роль NKT-клеток 
при ВЗК, которые активируются как экзогенны-
ми, так эндогенными липидными лигандами, 
участвуют в поддержании кишечного гомеоста-
за и могут инициировать воспаление в слизи-
стой [28]. Таким образом, выявленные изменения 
в количестве минорных популяций лимфоидных 
клеток периферической крови у пациентов с БК 
дополняют имеющиеся данные о вовлечении 
клеток адаптивного и врожденного иммунного 
ответа в патогенез болезни.

У пациентов с ЯК наблюдалось увеличение 
Т-лимфоцитов с γδТ-клеточным рецептором в 
сочетании с увеличением DN Т-лимфоцитов. 
Известно, что CD3+CD4-CD8- клетки c αβT-
клеточным рецептором обладают фенотипиче-
ской и функциональной незрелостью и способны 
избирательно, без предварительной сенсибили-
зации активировать В1-клетки, продуцирующие 
низкоафинные антитела класса IgM к ДНК [7]. 
Но в то же время процентное содержание γδТ-
лимфоцитов в периферической крови пациентов 
с ВЗК прямо пропорционально коррелировало с 
количеством СD3+CD4-CD8-Т-лимфоцитов, что 
подтверждает в основном «двойной негативный» 
фенотип γδТ-лимфоцитов и объясняет увеличе-
ние количества DN клеток у пациентов с ЯК [7]. 
Роль γδТ-лимфоцитов в ВЗК остается до конца 
не ясной. Многочисленные исследования демон-
стрируют их протективный эффект в ЖКТ при 
развитии воспалительной реакции, связанный с 
противоинфекционной защитой, участием в ре-
генерации слизистых оболочек и иммунорегуля-
цией локального иммунного ответа, однако также 
показывают активное участие γδТ-лимфоцитов в 
индукции воспалительной реакции и возможную 
провоспалительную роль в ВЗК, особенно Vδ2+ 
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субпопуляции с ЖКТ-ориентированным профи-
лем [9, 15, 21].

Подавляющим большинством исследовате-
лей признается тот факт, что иммунный ответ 
на кишечную микробиоту через так называемые 
патоген-ассоциированные молекулярные пат-
терны (РАМР) является центральным в патоге-
незе ВЗК [10]. Помимо РАМР, индуцирующих 
классическое микроб-индуцированное воспале-
ние, выявлен новый класс молекул, названных 
молекулярными паттернами, ассоциированными 
с повреждением (DAMP), который опосредует 
воспалительный ответ, запускаемый в отсутствие 
микробных элементов. Например, фекальный 
кальпротектин – один из наиболее часто приме-
няемых маркеров активности ВЗК – представля-
ет собой комплекс S100A8/S100A9, являющийся 
двумя прототипами DAMP [13, 24, 25]. PAMPs и 
DAMPs распознаются TLRs, которые экспрес-
сируются на большинстве интестинальных им-
мунных клеток. Активация большинства TLRs 
приводит к вовлечению сигнальной адаптерной 
молекулы MyD88 (myeloid differentiation primary 
response gene 88) и последующей активации сиг-
нального пути, характеризующегося фосфорили-
рованием и деградацией ингибитора κB и последу-
ющей транслокацией в ядро транскрипционного 
ядерного фактора NF-κB, что способствует про-
дукции провоспалительных цитокинов и привле-
чению воспалительных клеток в ЖКТ [19]. При 
оценке экспрессии TLR4 на лимфоидных клетках 
пациентов с ВЗК наблюдалось увеличение коли-
чества TLR4-позитивных лимфоцитов различ-
ных субпопуляций со статистически значимым 
превалирование у пациентов с ЯК, подтверждая 
вовлечение данной молекулы в иммунопатогенез 
болезни. Так, основная функция TLR4 заключа-
ется в инициации воспалительной реакции, обе-
спечивая защиту от проникающих бактерий, и 
поддержании интегративности слизистых оболо-
чек. Ряд авторов демонстрируют, что активация 
TLR-опосредованного пути приводит к развитию 
каскада воспалительных реакций, сопровождаю-
щихся синтезом большого количества провос-
палительных цитокинов и интерферонов, игра-
ющих важную роль в инициации и поддержании 
хронического воспаления при ВЗК [27]. Кроме 
того, TLR4-медиированный сигналинг способен 
напрямую приводить к синтезу ROS/RONS, а 
также опосредованно, за счет привлечения ней-
трофилов в кишечник. ROS могут являться также 
интермедиаторами TLR4-зависимого активации 
NF-κB. При ВЗК нарушение проведения сигнала 
от TLR4 приводит к увеличению проницаемости 
кишечника и неадекватной репарации слизистых 
оболочек [17].

СD89 представляет собой Fc-рецептор IgA 
(FcαRI) и ингибиторный ITAMi сигналинг через 
CD89 и мономерный IgA играет важную роль в 
поддержании иммунного гомеостаза. Известно, 
что IgA является наиболее распространенным 
классом антител, присутствующим в слизистой 
оболочке, тесно взаимодействует с кишечной 
микробиотой и играет пассивную защитную роль 
через иммунное исключение. Кроме того, оп-
сонизированные IgA патогены активируют им-
мунную систему через сшивание FcαRI, вызывая 
провоспалительные реакции со стороны иммун-
ной системы. Увеличенное или аберрантное при-
сутствие IgA-содержащих иммунных комплексов 
может привести к чрезмерной активации ней-
трофилов и серьезному повреждению тканей 
при различных воспалительных или аутоиммун-
ных заболеваниях, включая ВЗК [8]. Увеличение 
количества предшественников антитело-син-
тезирующих клеток, экспрессирующих CD89, 
свидетельствует о предрасположенности В- и 
В1-лимфоцитов пациентов с ВЗК к продукции 
IgA. Кроме того, FcαRI (CD89)-IgA иммунные 
комплексы усиливают миграцию нейтрофилов 
в слизистую ЖКТ с активацией ими эффектор-
ных функций по отношению к собственным тка-
ням, что особенно выраженно наблюдается при 
ЯК [16].

Как известно, CD314 (natural killer group 
2 member D, NKG2D) представляет собой сен-
сорную молекулу, распознающую в первую оче-
редь клеточное повреждение и приводящее к 
функциональной активации интестинальных 
эффекторных Т-клеточных субпопуляций. Ак-
тивационный рецептор NKG2D является одним 
из основных прототипов рецепторов врожден-
ного иммунитета, конститутивно экспрессиру-
ется на NK- и NKT-клетках, γδТ-лимфоцитах, 
MAIT (mucosal associated invariant T-cells), 
CD8+Т-клетках. NKG2D-медиированный сиг-
нал усиливает цитотоксичность NK- и Т-клеток 
и продукцию провоспалительных цитокинов и 
хемокинов. Распознавание NKG2D своих ли-
гандов приводит к функциональной активации 
интестинальных эффекторных Т-клеточных суб-
популяций, что предполагает определенную роль 
NKG2D-лиганд взаимодействия в модулирова-
нии иммунного ответа в ЖКТ и его дисрегуляции 
при развитии аутоиммунных и воспалительных 
заболеваний [26]. Выявленные изменения в ко-
личестве СD314-позитивных киллерных клеток 
у пациентов с БК и ЯК предполагают опреде-
ленную роль NKG2D-лиганд взаимодействия 
в модулировании иммунного ответа в ЖКТ при 
развитии хронического воспалительного процес-
са [18].
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Заключение
Принимая во внимание тот факт, что пери-

ферическая кровь косвенно отражает процессы, 
происходящие в иммунной системе слизистых 
при ВЗК, полученные результаты позволяют 
предположить различный иммунологический 
профиль, превалирующий в патогенезе БК и ЯК. 
Учитывая функцио нальную значимость популя-
ций лимфоидных клеток, выявленные изменения 
в фенотипе лимфоцитов периферической крови 
пациентов с БК свидетельствуют о вовлечении 
в патогенез минорных клеточных популяций с 

провоспалительной/регуляторной свойствами. 
При ЯК функциональные особенности лимфо-
идных клеток периферической крови свидетель-
ствуют о провоспалительной направленности 
основных популяций (Т-, В-, NK-лимфоциты) 
и γδТ-клеток и определенной их патогенетиче-
ской роли в инициации и поддержании хрониче-
ского воспаления, а количество TLR4- и CD89-
позитивных клеток может использоваться для 
разработки иммунологических критериев/био-
маркеров оценки терапевтической эффективно-
сти новых лекарственных средств.
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ДОМЕНОПОДОБНОГО РЕЦЕПТОРА 
4 (NLR4) ДОМЕНА ОЛИГОМЕРИЗАЦИИ НУКЛЕОТИДОВ 
И УРОВЕНЬ ИНТЕРЛЕЙКИНА 1ββ (IL-1ββ) В ОБРАЗЦАХ МОЧИ 
ДО И ПОСЛЕ ВНУТРИПУЗЫРНОЙ ТЕРАПИИ БЦЖ ДЛЯ 
ЛЕЧЕНИЯ РАКА МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ
Ахмед Самар Абд Элмоати Эйсса1, Расслан Оссама2, Фуад Ламия2, 
Фахим Хишам Абдельмаджид2, Абдель-Хамид Амира Эсмаил2

1 Медицинский факультет, Кафр-Эльшейхский университет, Кафр-эш-Шейх, Египет 
2 Медицинский факультет, Университет Айн Шамса, Каир, Египет 

Резюме. Рак мочевого пузыря (РМП) является седьмым по частоте злокачественным новообразо-
ванием у мужчин и одиннадцатым в мире. У 75% больных РМП выявляется рак, не инвазирующий 
мышечный слой (РНИМС). Иммунотерапия БЦЖ (бациллой Кальметта-Герена) остается стандарт-
ным методом интравезикальной терапии при РНИМС. Точный механизм профилактики рецидивов 
посредством БЦЖ остается неизвестным.

Целью данного исследования была оценка экспрессии гена NLR4 и уровней IL-1β в качестве воз-
можных прогностических показателей рецидивов РНИМС и неудач БЦЖ-терапии и выявление раз-
личий в их уровнях между раком, инвазирующим мышечный слой (ИМС) и РНИМС, что может по-
мочь в первичной дифференциальной диагностике.

Данное исследование проводили в группе из 30 больных РНИМС и 17 пациентов с ИМС. Образцы 
мочи брали до операции в стерильные сосуды. У пациентов с РНИМС брали еще 4 образца (как ука-
зано ниже). Определение экспрессии гена NLR4 проводили в дооперационном материале при ИМС и 
в 4 образцах при РНИМС, т.е. в дооперационном образце, в материале, взятом через 4 часа после 3-й 
инстилляции БЦЖ и в образцах, собранных при дальнейшем наблюдении (3 и 6 мес. после операции).

Отмечено статистически значимое повышение уровней экспрессии гена NLRP4 при РНИМС 
(CT=0,87±1,48), по сравнению ИМС (CT=2,82±2,07). Насколько нам известно, не найдено публика-
ций относительно сравнительной экспрессии генов при РНИМС и ИМС. Экспрессия генов в предо-
перационных пробах мочи была более высокой в случаях рецидивов, чем при их отсутствии. Далее, 
уровень экспрессии повышался до 21-кратного (по сравнению с предоперационным) в образцах, взя-
тых после введения 3-й дозы БЦЖ Этот показатель значительно снижался до 1-кратного повышения 
над уровнем до операции через 3 мес. наблюдения и лишь в 0,9 раз к 6 мес. Экспрессия гена до опера-
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ции в случаях отсутствия метастазов была намного ниже, нежели в случаях рецидивирования РМП. 
Отмечено 11-кратное повышение экспрессии гена после 3-й инстилляции БЦЖ и последующее сни-
жение до 5,6-кратного в образцах, взятых через 3 мес. по сравнению с дооперационными образцами.

Уровни IL-1β определяли при РНИМС и ИМС в образцах мочи до операции и при терапии БЦЖ 
в случаях РНИМС до и через 4 часа после 3-й дозы БЦЖ и на протяжении 3-месячного наблюде-
ния этих случаев для анализа их возможного применения в первичном дифференциальном диагнозе 
между РНИМС и ИМС, а также в качестве прогностического фактора возможного рецидивирования 
при РНИМС. В целом уровень IL-1β был выше в дооперационных образцах (0,62±0,12 пг/мл) по 
сравнению с уровнями перед 3-й дозой индукционной БЦЖ-терапии (0,53±0,13 пг/мл). Его уровень 
был существенно выше через 4 часа после назначения 3-й дозы БЦЖ (1,96±0,62 пг/мл), нежели пре-
дыдущие значения. Эти показатели снижались до предоперационных уровней к 3 мес. наблюдения 
(0,57±0,099 пг/мл). Уровни IL-1β в образцах, собранных через 4 часа после 3-й дозы БЦЖ, были по-
вышенными в случаях последующего метастазирования, нежели в случаях отсутствия метастазов. Эти 
значения снижались в обоих случаях и становились выше в нерецидивирующих случаях (0,64±0,05 
пг/мл) по сравнению со больными, у которых уже были диагностированы  метастазы к 3 мес наблю-
дения (0,45±0,05 пг/мл).

В заключение, при отслеживании экспрессии гена NLRP4 и уровней IL-1β в ходе лечения БЦЖ в 
30 случаях метастазирующего и неметастазирующего РНИМС отмечено достоверное статистическое 
различие обоих показателей в образцах, взятых после 3-й дозы БЦЖ, с повышением у пациентов с 
последующим развитием метастазов через 3 и 6 мес. Если эти предварительные результаты будут под-
тверждены в последующих больших когортных исследованиях, они станут перспективными для про-
гнозирования таких случаев с возможностью раннего планирования индивидуализированного лече-
ния, избегая БЦЖ-терапии у пациентов, более подверженных рецидивам, от вероятных побочных 
эффектов лечения БЦЖ. Определение экспрессии NLRP4 и уровней IL-1β поможет в прогнозирова-
нии неудач БЦЖ-терапии, что сграет существенную роль для своевременного радикального хирур-
гического вмещательства. При сравнении экспрессии NLRP4 и уровней IL-1β при РНИМС и ИМС 
были отмечены повышение значения в неинвазивных случаях. Этот результат может служить в каче-
стве возможного диагностического подхода, что является существенной проблемой. Поэтому здесь 
необходимо установить граничные диагностические значения экспрессии генов и уровня цитокинов. 

Ключевые слова: рак мочевого пузыря, БЦЖ, IL-1β, внутрипузырная терапия БЦЖ, Nod-подобные рецепторы, опухолевый 
иммунитет

NUCLEOTIDE OLIGOMERIZATION DOMAIN-LIKE RECEPTOR 
4 (NLR4) GENE EXPRESSION AND INTERLEUKIN 1ββ 
(IL-1ββ) LEVEL IN URINE SAMPLES BEFORE AND AFTER 
INTRAVESICAL BCG THERAPY FOR TREATMENT OF BLADDER 
CANCER 
Ahmed Samar Abd Elmoaty Eissaa, Rasslan Ossamab, Fouad Lamiab, 
Fahim Hisham Abdelmajeedb, Abdel-Hamid Amira Esmailb

a Faculty of Medicine, Kafr-Elsheikh University, Kafr El Sheikh, Egypt  
b Faculty of Medicine, Ain Shams University, Cairo, Egypt

Abstract. Bladder cancer is the 7th most commonly diagnosed cancer in males worldwide and the 11th when 
both genders are considered. Seventy five per cent of bladder cancer cases are non-muscle invasive bladder 
cancer (NMIBC). Bacillus Calmette–Gu rin (BCG) immunotherapy remains the standard intravesical agent 
for NMIBC. The exact mechanism by which BCG prevents recurrence is unknown. 

The aim of this study was to evaluate NLR4 gene expression and IL-1β as possible prognostic indicators 
for NMIBC recurrence and BCG treatment failure, and to detect the difference in their levels among muscle 
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invasive bladder cancer (MIBC) and NMIBC that may aid in primary differentiation between cases.
This study was conducted in 30 patients who had NMIBC and 17 patients who had MIBC. Urine samples 

were obtained in sterile cups before operation. From NMIBC cases, four more samples were obtained as 
mentioned below. Evaluation of NLR4 gene expression was performed in pre-surgical sample for MIBC and 
in 4 samples for NMIBC: pre-surgical sample, sample collected 4 hours after the 3rd dose of BCG instillation, 
and samples collected during follow up (3 and 6 months post-surgically).

There was statistical significant increase in NLRP4 expression levels in NMIBC (CT=0.87±1.48) compared 
to MIBC (CT=2.82±2.07). As far as we searched, no published results were found regarding comparative 
gene expression levels between NMIBC and MIBC cases. Gene expression in recurrent cases was higher in 
pre-surgical urine samples than in non-recurrent cases. The expression level further increased up to 21 fold 
than the pre-surgical level in the sample taken after injection of the 3rd dose of BCG. This level decreased 
distinctly to become 1-fold increase over pre-surgical level at the 3rd month follow up then to only 0.9-fold at 
the 6th month. In non- recurrent cases, gene expression level started pre-surgically in much lower levels than 
those encountered in recurrent cases. There were 11-fold increase in expression level after 3rd dose of BCG 
instillation and then decreased to be 5.6 folds higher in the sample taken at 3rd month follow up than in pre-
surgical samples. Gene expression further decreased to become 4.1 fold higher in samples taken at 6 month 
follow up than the pre-surgical levels.

IL-1β levels were estimated for NMIBC and MIBC cases in urine samples pre-surgically and during BCG 
therapy in case of NMIBC before and 4 hours after the 3rd dose and during 3rd month follow-up of those 
cases for searching its possible use of for primary differentiation between NMIBC and MIBC, and also as a 
prognostic factor for possible recurrence in case of NMIBC cases. The level of IL-1β was generally higher in 
pre-surgical samples (0.62±0.12 pg/ml) when compared to its level before the 3rd dose of BCG induction 
therapy (0.53±0.13 pg/ml). Its level was distinctly higher four hours after administration of the 3rd dose BCG 
(1.96±0.62 pg/ml) than both previous levels. Levels decreased bellow pre-surgical level at 3rd month follow up 
(0.57±0.099 pg/ml). The levels of IL-1β estimated in samples collected four hours after the 3rd dose BCG was 
higher in cases that showed recurrence later on than non-recurrent cases. The levels decreased in both cases 
and became higher in non-recurrent cases (0.64±0.05 pg/ml) than in cases already developed recurrence at the 
3rd month diagnosed during follow-up (0.45±0.05 pg/ml).

To conclude, on following NLRP4 gene expression and IL-1β levels during BCG administration among 
recurrent and non-recurrent cases of thirty NMIBC cases, there was a significant statistical difference in both 
levels for the samples collected after the third dose BCG, being higher in patients who showed subsequent 
recurrence at the 3rd and 6th month of follow-up. If these preliminary reported findings will be confirmed 
in upcoming larger cohort’s studies, it could be promising in prognosis of such cases, with the possibility of 
early manipulation of individualized treatment schedule, keeping patients most probably prone to encounter 
recurrence safe from possible side effects of BCG therapy. The assessment of NLRP4 expression and IL-1β 
levels could help predict failure of BCG therapy, playing an appreciable role in early deciding radical surgery. 
When comparing NLRP4 expression and IL-1β levels between MIBC and NMIBC cases, increased values 
were noted among non-invasive ones. This finding may serve as a possible diagnostic tool, which represents a 
challenging issue. Hence, cut-off values for gene expression and cytokine level are to be specified.

Keywords: bladder cancer, BCG, IL-1β, intravesical BCG therapy, Nod-like receptors, tumor immunity

Introduction
Inflammasomes are part of the innate immunity 

essential in maturation of inflammatory cytokines 
such as interleukin 1β (IL-1β) in response to infec-
tion or autogenous danger signals [17]. Nucleotide 
oligomerization domain-like receptors (NLRs) are 
major components of pattern-recognition receptors 
(PRRs) that recognize pathogen-associated molecu-
lar patterns or damage-associated molecular patterns 
from normal host tissues or tumor cells to initiate in-
nate immune response [14]. NLR proteins can inter-
act with endogenous ligands, inducing autoimmune 
diseases or antitumor response [6, 10].

Innate immune cells activated by a tumor share in 
developing antitumor immunity by recruitment of ef-
fector cells, or promoting tumor development by pro-
viding a pro-inflammatory environment. The inflam-
masomes’ role in tumor development is not yet well 
known [5].

Bladder cancer is the 7th most commonly diag-
nosed cancer in males worldwide and the 11th when 
both genders are considered. Seventy five per cent of 
bladder cancer cases are non-muscle invasive bladder 
cancer (NMIBC). Transurethral resection of bladder 
tumor (TURBT) is the gold standard initial diagnos-
tic intervention with therapeutic and prognostic roles. 
Adjuvant intravesical therapy with immunotherapy or 
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chemotherapy is used together with TURBT to re-
duce the recurrence and/or progression [3].

Bacillus Calmette–Guçrin (BCG) immunotherapy 
remains the standard intra-vesical agent for NMIBC. 
The exact mechanism by which BCG prevents recur-
rence is unknown. However, the bacteria are taken up 
by the cancer cells. Infection of these cells may trigger 
a localized immune reaction, clearing residual cancer 
cells [2, 31]. The cytokine profile of IL-2, IL-12, and 
Interferon γ is seen after BCG exposure due to a T-
helper 1 response [24].

The production of cytokines from tumor cells was 
demonstrated in urothelial tumor cell lines, in con-
trast to the initial hypothesis, where macrophages and 
lymphocytes infiltrating the bladder wall were the pri-
mary source of cytokines after instillation of BCG. In 
this scenario, NLRs are responsible for the release of 
several cytokines, particularly IL-1β [23].

BCG is delivered as an induction course, consisting 
of 6-weeks course, followed by a maintenance course. 
Side effects of BCG therapy include cystitis, prostati-
tis, epididymo-orchitis, ureteral obstruction, bladder 
contraction, myco-bacterial osteomyelitis, reactive 
arthritis, mycobacterial pneumonia, nephritis, infec-
tious vasculitis and disseminated infection [11, 25].

Despite its efficiency, BCG treatment failure may 
occur in 50% of the cases and would require further 
treatment [12, 30].Discovering a prognostic marker 
that can efficiently predict failure is mandatory to 
spare the patient the passing through a BCG treat-
ment schedule with possible burdens on health and to 
aid an early decision of radical surgery.

The aim of this study was to evaluate NLR4 gene 
expression and IL-1β as possible prognostic indica-
tors for NMIBC recurrence and BCG treatment fail-
ure, and to detect the difference in their levels among 
muscle invasive bladder cancer (MIBC) and NMIBC 
that may aid in primary differentiation between cases.

Material and methods
This study was conducted on 30 patients who had 

NMIBC and 17 patients who had MIBC, admitted to 
the Urology departments, Ain Shams University and 
Tanta University Hospitals during the period from 
March 2018 to March 2019. The study was approved 
by the ethical and moral committee of both hospitals. 
An informed consent was obtained from each patient 
after explaining the steps of the study. 

Inclusion criteria
Patients suspected of having NMIBC, subjected to 

TURBT for histo-pathologic diagnosis, and indicated 
for intravesical BCG instillation, according to Euro-
pean Association of Urology (EAU) guidelines [30] 
(e.g. T1 tumor of any grade, high grade tumor, mul-
tiple diffuse Ta disease, large tumors more than 2 cm 
in diameter, primary treatment of carcinoma in situ, 

etc.), and having no contraindication for BCG thera-
py. Patients having MIBC were also included.

Exclusion criteria
Different intravesical instillations, contraindica-

tions to BCG therapy (e.g. active autoimmune dis-
ease, gross hematuria, total incontinence, urinary 
tract infection, active tuberculosis, liver disease, preg-
nancy, lactation, and immune suppression) [15].

Patients were subjected to: Full history taking, pel-
vi-abdominal examination to detect palpable masses 
and diagnosis and staging of the tumor by urine analy-
sis and urine cytology for exfoliated cancer cells, ul-
trasonography to assess the urinary tract and CT urog-
raphy to evaluate the bladder, lymph nodes and the 
adjacent organs. Diagnosticcystoscopy and TURBT 
were performed for patients whom imaging studies re-
vealed a bladder tumor and tissues were subjected to 
pathological analysis. Cases diagnosed as MIBC were 
subjected to radical cystectomy. Tumor grading and 
staging were done according to EAU guidelines [4].

Urine collection and processing
Urine samples were obtained from all patients 

(NMIBC and MIBC cases) in sterile cups before op-
eration. From NMIBC cases, four more samples were 
obtained as mentioned below. 

Evaluation of NLR4 gene expression was per-
formed in pre-surgical sample for MIBC and in 4 
samples for NMIBC: pre-surgical sample, sample 
collected 4 hours after the 3rd dose of BCG instilla-
tion, and samples collected during follow up (3 and 6 
months post-surgically).

IL-1β level was estimated in pre-surgical sample 
for MIBC cases and in 4 samples from NMIBC cas-
es: pre-surgical sample, samples collected before the 
third dose of BCG instillation and four hours after, 
and at three months follow up.

Samples were kept at 4 °C and processed within 4 
hours. Each sample was centrifuged at 3000 rpm for 
10 minutes. Deposits were washed in 10 ml phosphate 
buffered saline (Oxoid®, UK), centrifuged and both 
deposit (for detection of NLR4 expression) and su-
pernatant (for IL-1β level) were preserved in -80 o C 
until experiment pursuance.

Estimation of NLR-4 gene expression by RT-PCR
Primers used: 
1) Β actin:

Forward (ATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAG), 
Reverse (AGGAAGGAAGGCTGGAAGAGTG), 
2) NLR4: 
Forward (AGACTCGTCACGAAGGGAGA), 
Reverse (ATAAAACCTCATCCCTGTCTATGT) 

(PrimerPCRTM Bio-Rad’s assays, USA)
Reverse transcription of mRNA to complemen-

tary DNA was done by using Biosystems® TaqMan® 
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Thermofisher 
scientific, America). RT master mix was prepared, 
mixed gently, centrifuged, then placed on ice. For 
each 15 μl RT reaction, total RNA was combined (1 
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to 10 ng of total RNA per 15 μl reaction) with the RT 
master mix in a ratio of 5 μl RNA: 7μl RT master mix. 
Twelve μL of the RT master mix containing total RNA 
were dispensed into labeled tubes to which 3μL of the 
RT primers were added. 

Reverse transcription was done using the 9600 
emulation mode. Expression levels of NLR4 gene in 
relation to expression of β actin as a reference house-
keeping gene were evaluated by means of RT-PCR 
(Step One, Applied Biosystems) with SYBR Green-
ER qPCR SuperMix Universal. ROX was used as pas-
sive reference dye. 

Each sample was run in triplicate. Specificity was 
verified by melt curve analysis run automatically.

Estimation of IL-1β level in urine samples 
IL-1β Human ELISA Kit (Bioassay technology  

laboratory, China) was used as instructed. One hundred 
and twenty μl of the standard solution (8000 pg/L) 
was constituted with 120μl of standard diluent to 
generate 4000 pg/L standard stock solution. Dupli-
cate standard points were prepared 1:2 with standard 
diluent to produce 2000 pg/L, 1000 pg/L, 500 pg/L 
and 250 pg/L solutions. Standard diluent served as 
the zero standard (0 pg/L). Samples, anti-IL-1β anti-
body, substrates and stop solution were added and the 
plate was incubated following manufacturer’s instruc-
tions. After washing, the optical density (OD) was de-
termined using a microplate reader at 450 nm.

Statistical analysis
GraphPad prism 8.0 (GraphPad Software, Inc, 

San Diego, CA) was used to perform statistical analy-
sis. For each relation, normality test was done first by 
Tick D’Agostino-pearson. In case of normal distribu-
tion parametric, T test was done. In case of uncon-
firmed normal distribution, non-parametric, Mann–
Whitney test was done. In both cases, a P value > 0.05 
was considered statistically significant. NLRP4 gene 
expression level was presented in two different ways, 
normalized CT values (CT target gene-CT reference 
gene) in case of comparing unpaired data from differ-
ent patients’ groups, while presented as fold changes 
when comparing paired data like values obtained from 
each patient at different time intervals. CT values are 
inversely proportional to the actual gene expression 
level i.e. the lowest the CT values are, the higher the 
gene expression level is.

Results
Demographic data of the patients
The Demographic data of the patients, staging and 

grading of tumors and number of patients who devel-
oped tumor recurrence are shown in table 1.

Estimation of NLRP4 gene expression levels 
1. NLRP4 gene expression in pre-surgical sam-

ples.
There was a highly significant statistical difference 

(P value = 0.0004) between NLRP4 gene expression 

TABLE 1. DEMOGRAPHIC DATA OF THE PATIENTS, TUMOR 
GRADING AND STAGING

Variables Number %
Gender
Male 40 85
Female 7 15
Age (mean = 62.1±11.9 SD)
35-55 14 29.8
55-75 29 61.7
75-82 4 8.5
Smoking
Smoker 21 44.7
Non-smoker 11 23.4
Ex-smoker 15 31.9
Tumor size
5:> 10 mm 7 15
10:> 20 mm 24 51
20:30 mm 16 34
Tumor type
NMIBC* 30 63.8
MIBC** 17 36.2

***Tumor staging and tumor grade

NMIBC 
(30)

TaG3 n = 14 
(46.6%) Recurrent 3 21.4%

Non-
recurrent 11 78.6%

T1G3 n = 9 
(30%) Recurrent 0 0

Non-
recurrent 9 100%

CIS n = 2 
(6.7%) Recurrent 2 100%

Non-
recurrent 0 0

TaG3 + CIS 
n = 2 (6.7%) Recurrent 2 100%

Non-
recurrent 0 0

T1G3 + CIS 
n = 3 (10%) Recurrent 3 100%

Non-
recurrent 0 0

MIBC 
(17)

T2G3 5 29.4%
T3G3 9 52.9%

T4G3 3 17.6%

Note.*, NMIBC: non-muscle invasive bladder cancer; **, MIBC: 
muscle invasive bladder cancer; ***, Tumor staging was done 
according to TNM staging system described by European 
Association of Urology (16): Ta: Not infiltrating the submucosa 
cassock, T1: Infiltrating the submucosa cassock, T2a: Infiltrating 
the first half of the muscular tunic, T2b: Infiltrating the second 
half of the muscular tunic, T3a: Microscopic infiltration of 
peri-bladder fat, T3b: Macroscopic infiltration of peri-bladder 
fat, T4a: Infiltration of neighboring organs: prostate, seminal 
vesicles, uterus, vagina, T4b: Infiltration of the pelvic and / or 
abdominal wall, G1: low grade, G2: intermediate grade, G3: high 
grade, CIS: carcinoma in situ.
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TABLE 2. COMPARISON BETWEEN NLRP4 GENE EXPRESSION IN PRE-SURGICAL SAMPLES IN NMIBC AND MIBC 
PATIENTS GROUPS

CT values* Number Mean SD** SEM*** Coefficient 
of variation

K2  
(D’Agostino 
and Pearson 

test)

P value
(Mann–

Whitney test)

NMIBC 30 0.8667 1.479 0.2701 170.7% 6.153
0.0004

MIBC 17 2.824 2.069 0.5017 73.27% 16.36

TABLE 3. NLRP4 GENE EXPRESSION IN NMIBC PATIENTS GROUP IN PRE-SURGICAL SAMPLES IN RECURRENT AND NON-
RECURRENT CASES OF NMIBC

CT* values Number Mean S.D** SEM***
Co-

efficient of 
variation

K2 
(D’Agostino 
and Pearson 

test)

P value

Before surgery in 
recurrent cases 10 -0.5000 1.650 0.5217 330.0% 1.229

0.0001Before surgery 
in non-reccurent 
cases

20 1.550 0.7592 0.1698 48.98% 3.877

levels in NMIBC and MIBC patients when compar-
ing normalized CT values. The level was much higher 
in NMIBC patients (Table 2, Figure 1A).

Recurrent cases showed much increased levels 
when compared to non-recurrent cases of NMIBC 
(P value = 0.0001) (Table 3, Figure 1B).

2. NLRP4 gene expression level in pre-surgical 
samples compared to levels after the 3rd dose of BCG 
in NMIBC group.

When comparing gene expression in NMIBC 
cases in pre-surgical urine samples and samples 
taken after 3rd dose of BCG instillation, the expres-
sion level showed significant increase after BCG  
(P value = 0.0001) (Figure 1C), and higher fold 
changes encountered in recurrent cases when com-
pared to non-recurrent cases (p value = 0.001), repre-
sented by fold changes in relation to pre-surgical levels 
(Table 4, Figure 1D). Expression levels were 21±9.28 
folds higher than pre-surgical levels in recurrent cases, 
while was only 11±4.02 folds higher in non-recurrent 
ones.

3. NLRP4 gene expression levels at follow up.
Regarding the expression level in samples taken 

at 3rd month post-surgically at the follow up cystos-
copy in NMIBC non-recurrent and recurrent cases, 
5.6±2.01 and 1±0.71 folds higher were encoun-
tered compared to pre-surgical levels, respectively  
(P value = 0.0001). Close results were found in samples 
obtained at 6th month follow up, where non recurrent 

and recurrent cases showed 4.15±2.2 and 0.92±0.58 
folds higher than pre-surgical samples respectively, 
represented by fold changes in relation to the pre-sur-
gical level (P value = 0.001) (Table 5, Figure 1E, 1F).

Estimation of IL-1ββ levels
1. IL-1β level in NMIBC and MIBC.
IL-1β levels were higher in pre-surgical samples in 

case of NMIBC, ranging from 0.384 to 0.834 pg/ ml, 
than MIBC, ranging from 0.342 to 0.641 pg/ml 
(P value < 0.0001) (Figure 2A).

2. IL-1β level before surgery and before the 3rd 
dose BCG in NMIBC cases. 

Regarding NMIBC cases, there was high statistical 
significant difference between IL-1β level before sur-
gery and before the 3rd dose BCG instillation (ranging 
from 0.38 to 0.677 pg/ml), being higher before surgery 
(P value = 0.0006) (Figure 2B)

3. IL-1β level before and after 4 hours of the 3rd 
dose BCG.

Levels shouted four hours after the 3rd dose of 
BCG instillation (ranging from 0.877 to 2.947 pg/ ml) 
compared to before the 3rd dose instillation (P value =  
0.0001) (Figure 2C).

4. IL-1β levels at 3rd month follow up of NMIBC 
group.

IL-1β levels at the 3rd month follow up were 
lower than the pre-surgical values (P value = 0.058)  
(Figure 2D), and lower than levels obtained 4 hours af-
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Figure 1A. NLRP4 gene expression levels were estimated by RT-PCR and expressed as mean values of CT values (±SD)
Note. Comparison between NLRP4 gene expression in urine samples pre-surgically (before TURBT) in NMIBC and MIBC patients groups.
Figure 2B. NLRP4 gene expression levels were estimated by RT-PCR and expressed as mean values of CT values (±SD)
Note. Comparison between NLRP4 gene expression in urine samples pre-surgically in recurrent and non-recurrent cases of NMIBC.
Figure 1C. NLRP4 gene expression levels were estimated by RT-PCR and expressed as mean values of CT values (±SD)
Note. Comparison between NLRP4 gene expression in urine samples pre-surgical levels compared to levels in samples taken after the 3rd dose of 
BCG intravesical instillation of the induction therapy.
Figure 1D. NLRP4 gene expression levels were estimated by RT-PCR and expressed as mean values of CT values (±SD)
Note. Comparison between NLRP4 gene expression in urine samples after the 3rd dose of BCG in recurrent and non-recurrent cases.
Figure 1E. NLRP4 gene expression levels were estimated by RT-PCR and expressed as mean values of CT values (±SD)
Note. Comparison between NLRP4 gene expression in urine samples after the 3rd month post-surgically in recurrent and non-recurrent cases.
Figure 1F. NLRP4 gene expression levels were estimated by RT-PCR and expressed as mean values of CT values (±SD)
Note. Comparison between NLRP4 gene expression in urine samples at 6th month follow up post-surgically in recurrent and non-recurrent cases.
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ter the 3rd dose of BCG instillation (P value < 0.0001) 
(Figure 2E). 

5. IL-1β levels in recurrent and non-recurrent 
cases.

When comparing IL-1β levels in recurrent and 
non-recurrent cases after the 3rd dose BCG instil-
lation, there was high statistical significant differ-
ence, being significantly higher in recurrent cases 
than non-recurrent ones (P value > 0.0001) (Table 6,  
Figure 2F), while levels at the 3rd month follow up 
were higher in non-recurrent cases than recurrent 
ones (P value > 0.0001) (Table 6, Figure 2G).

Discussion
BCG intravesical immunotherapy has an appreci-

ated role in both controlling NMIBC, as well as mini-
mizing recurrence rates [7]. The exact mechanism of 
its beneficial immune-stimulation is still unclear [1, 
26]. Hereby, we studied NLRP4 gene expression 
and IL-1β level in urine samples in patients suffer-
ing from bladder cancer after intravesical instillation 
of the 3rd dose of BCG induction therapy and com-
pared it to the pre-surgical levels in both recurrent and 

non-recurrent cases. We also evaluated the change in 
the gene expression and IL-1β levels in MIBC and 
NMIBC cases for its possible prognostic indicator for 
invasiveness and recurrence. 

Out of the 47 patients enrolled in the current study, 
24 (51%) were presented with tumor size ranging from 
10: > 20 mm, 16 patients (34%) were presented with 
tumors ranging in size between 20:30 mm and 7 (15%) 
patients were presented with tumor size less than 10 
mm. Thirty mm was the largest size encountered in 
this study. 

The study was conducted on 30 NMIBC cases 
and 17 MIBC cases. Rregarding NMIBC, 14 cases 
(46.6%) were TaG3 of whom 3 (21.4%) showed re-
currence within the follow-up period. Nine cases 
(30%) were T1G3 of whom no recurrence was de-
tected. Three cases (10%) were T1G3 + CIS and two 
cases (6.7%) were CIS, all of them showed recurrence 
within the follow up period. Regarding MIBC, 9 cases 
(52.9%) were T3G3, 5 cases (29.4%) were T2G3, and 
3 cases (17.6%) were T4G3. 

The Immune system exact role in tumorigenesis 
is still not totally well known. The role of persistent 

TABLE 4. NLRP4 GENE EXPRESSION LEVEL AFTER THE 3rd DOSE OF BCG IN NMIBC RECURRENT AND NON-RECURRENT 
CASES

Fold changes 
regarding 

pre-surgical 
CT*value

Number Mean S.D** SEM*** Coefficient 
of variation

K2 
(D’Agostino 
and Pearson 

test)

P value

After 3rd dose 
BCG in recurrent 
cases

10 21.600 9.276 2.933 42.94% 2.546

0.001
After 3rd dose 
BCG in non- 
recurrent cases

20 11.20 4.021 0.8991 35.90% 26.70

TABLE 5. NLRP4 GENE EXPRESSION LEVEL AT THE FOLLOW UP CYSTOSCOPIES (3 AND 6 MONTHS AFTER TURBT) 
IN NMIBC RECURRENT AND NON-RECURRENT CASES

Fold changes in 
comparison to pre-
surgical CT* value

Number Mean S.D** SEM*** Coefficient of 
variation K2

P value
(Mann–

Whitney)

After 3rd month 
in recurrent cases 4 1.000 0.7071 0.3536 70.71% No. too 

small
> 0.0001

After 3rd month in non- 
recurrent cases 20 5.600 2.010 0.4496 35.90% 26.70

After 6th month 
in recurrent cases 6 0.9167 0.5845 0.2386 63.77% No. too 

small
0.0018

After 6th month in non- 
recurrent cases 20 4.150 2.207 0.4935 53.18% 2.507
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Figure 2A. Comparison between IL-1ββ level (A) in NMIBC and 
MIBC patients groups
Figure 2B. Comparison between IL-1ββ level (A) in NMIBC and 
MIBC patients groups before TURBT surgery and before the 3rd 

dose of BCG intravesical instillation
Figure 2C. Comparison between IL-1ββ level (A) in NMIBC and MIBC 
patients groups before and after 4 hours of the 3rd dose BCG 
Figue 2D. Comparison between IL-1ββ level before surgery and 
at the 3rd month follow up
Figure 2E. Comparison between IL-1ββ level 4 hours after the 3rd 
dose of BCG and at the 3rd month follow up
Figure 2F. Comparison between IL-1ββ level after the 3rd dose 
BCG in recurrent and non-recurrent cases.
Figure 2G: Comparison between IL-1ββ level at the 3rd month 
follow up in recurrent and non-recurrent cases
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infection as well as inflammation in various tumors 
stages has been well documented. A characterized im-
mune response usually follows inflammation cascade, 
which involves neutrophils, macrophages, dendritic 
cells, T lymphocyte, B lymphocyte and natural killer 
cells. Inflammasomes induce maturation of inflam-
matory cytokines as IL-1β, which has a confirmed 
role in carcinogenesis when over expressed [20].

Several inflammasomes can affect carcinogenesis 
by influencing differentiation, apoptosis and adaptive 
immunity. Inflammasome inhibitors are expected to 
be novel anti cancerous agents, however their appli-
cation is much limited being still under clinical trials 
and being cancer type specific [32].

According to the current study, there was statisti-
cal significant increase in NLRP4 expression levels 
in NMIBC (CT = 0.87±1.48) compared to MIBC 
(CT = 2.82±2.07). As far as we searched, no pub-
lished results were found regarding comparative gene 
expression levels between NMIBC and MIBC cases. 
One published study indirectly related invasive blad-
der cancer to inflammasome was done by Mearini 
et al. [19] , who reported urinary levels of different  
miRNA targeting inflammasomes in bladder cancer 
cases, assuming that miR-185-5p was higher in MIBC 
than in NMIBC. This miRNA targeting nod-like re-
ceptor anti apoptosis protein causes silencing of cor-
responding mRNA.

Gene expression in recurrent cases was higher in 
pre-surgical urine samples than in non-recurrent cas-
es. The expression level further increased up to 21 fold 
than the pre-surgical level in the sample taken after 
injection of the 3rd dose of BCG. This level decreased 
distinctly to become 1 fold increase over pre-surgical 
level at the 3rd month follow up then to only 0.9 fold 
at the 6th month.

In non- recurrent cases, gene expression level 
started pre-surgically in much lower levels than those 
encountered in recurrent cases. There were 11 folds 

increase in expression level after 3rd dose of BCG in-
stillation and then decreased to be 5.6 folds higher in 
the sample taken at 3rd month follow up than in pre-
surgical samples. Gene expression further decreased 
to become 4.1 fold higher in samples taken at 6 month 
follow up than the pre-surgical levels.

In accordance to our results, Poli et al. [23] re-
ported that there were high levels of NLR4 expres-
sion in bladder cancer, and recurrent cases showed 
higher NLR4 expression levels pre-surgically when 
compared to non-recurrent cases. In another study 
by Poli et al [22], they found that NLR4 expression 
levels were only higher in pre-BCG period in recur-
rent cases when compared to non-recurrent ones, in 
contrast to NLRP6 which showed higher level in post 
induction together with pre induction period. 

Depending on these findings, higher levels of ex-
pression in pre-surgical sample and the sample after 
3rd dose of BCG may raise suspicion that the case 
may be complicated later on by recurrence, i.e. could 
be considered as a possible prognostic factor for re-
currence. A cut off value for gene expression level is 
hence required to be estimated.

IL-1β is a member of the interleukin 1 family of 
cytokines. This cytokine is produced by activated 
macrophages. It is an important mediator of the in-
flammatory response, and is involved in a variety of 
cellular activities, including cell proliferation, differ-
entiation, and apoptosis [6, 29].

Several types of inflammasomes are suggested to 
play role in tumorigenesis due to their immune-mod-
ulatory properties, modulation of gut microbiota, 
cell differentiation and apoptosis. Over-expression of 
IL- 1β caused by inflammasomes may result in carci-
nogenesis. NLRP3 inflammasome polymorphisms 
are suggested to be connected to malignancies such as 
colon cancer and melanoma. IL-1β secretion was el-
evated in the lung adenocarcinoma cell line A549. In-
hibition of inflammasome and IL-1β expression de-

TABLE 6. IL-1ββ LEVELS IN RECURRENT AND NON-RECURRENT CASES AFTER 3rd DOSE BCG INSTILLATION AND AT 3rd 
MONTH FOLLOW UP

IL*-1ββ level Number Range of values 
(pg/ml) Mean SD**

P value
(un paired T 

test)

After 3rd dose BCG in recurrent 
cases 10 2.218:2.947 2.671 0.3158

> 0.0001
After 3rd month in non-recurrent 
cases 20 0.8767:1.098 1.596 0.3611

After 3rd month follow up in 
recurrent cases 10 0.3797:0.5137 0.4536 0.04945

> 0.0001
After 3rd month follow up in 
non-recurrent cases 20 0.5843:0.09255 0.6352 0.04724
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creased development of cancer cells in melanoma [21, 
33].

IL-1β levels were estimated for NMIBC and MIBC 
cases in urine samples pre-surgically and during BCG 
therapy in case of NMIBC before and 4 hours after 
the 3rd dose and during 3rd month follow-up of those 
cases for searching its possible use of for primary dif-
ferentiation between NMIBC and MIBC, and also as 
a prognostic factor for possible recurrence in case of 
NMIBC cases.

IL-1β levels in NMIBC pre-surgical urine samples 
were higher (0.62 pg/ml ± 0.12) when compared to 
MIBC samples (0.42±0.08). No published results 
have been found regarding IL-1β levels in NMIBC 
and MIBC cases. Xue et al. [33] reported that IL-1β 
together with programmed death ligand 1 and tumor 
necrosis factor-α antagonize the effect of IL-21/
IL- 21R axis, which inhibits Wnt/β catenin, so in-
hibiting tumor growth and invasion in non-small cell 
lung cancer. These findings come in contrary to the 
suggestion introduced by Zhang and Hwang [34] who 
worked on oral transitional cell carcinoma. They re-
ported that IL-1β has an important role in tumor in-
vasiveness. 

The level of IL-1β was generally higher in pre-sur-
gical samples (0.62 pg/ml ± 0.12) when compared to 
its level before the 3rd dose of BCG induction therapy 
(0.53 pg/ml ± 0.13). Its level was distinctly higher 
four hours after administration of the 3rd dose BCG 
(1.96 pg/ml ± 0.62) than both previous levels. Levels 
decreased bellow pre-surgical level at 3rd month follow 
up (0.57 pg/ml ± 0.099). 

The levels of IL-1β estimated in samples collected 
four hours after the 3rd dose BCG was higher in cases 
that showed recurrence later on than non-recurrent 
cases. The levels decreased in both cases and became 
higher in non-recurrent cases (0.64 pg/ ml ± 0.05) than 
in cases already developed recurrence at the 3rd month 
diagnosed during follow-up (0.45 pg/ ml ± 0.05).

Shintani et al. [28] also followed urinary cytokine 
profiles (including IL-1β level) in urine samples from 
25 patients underwent TURBT for NMIBC. Cytokines 
levels were evaluated 4, 8 and 24 hours after injection 
of the 1st and 6th dose of BCG intravesical instillation. 
They reported that the level peaked 4 hours after the 
6th instillation dose. The level in non-recurrent cases 
was higher (1.81 pg/ml ± 1.46) than in recurrent cases 
(1.59 pg/ml ± 1.82). This comes in discordance to the 
results we observed, as when comparing IL-1β levels 
in samples taken 4 hours after 3rd dose of BCG among 
recurrent and non-recurrent cases, levels were higher 
in recurrent cases (2.67 pg/ml ± 0.32) than in non-
recurrent ones (1.59 pg/ml ± 0.36). 

Videira et al. [9] found opposite results to what 
was reported by Shintani et al. [28], as the formers 
studied the systemic molecular IL-1 β gene expres-
sion in blood cells obtained from 58 cases subjected 

to BCG treatment weekly during induction phase and 
at fixed follow-up intervals (3, 6, 9, and 12 months). 
They compared results obtained from non-recurrent 
and recurrent cases. They reported significantly less 
expression of IL-1β (18.54%) in non-recurrent cases 
than in recurrent ones (25.61%, P = 0.018) 24 hours 
after the 6th BCG induction dose. This comes in the 
same venue to the finding in the current study.

In the same context, Salmasi et al. [27] followed 
urinary cytokines profile (IL-1β level was included) 
from fifty patients suffering from intermediate or 
high-risk NMIBC for evaluation of intravesical BCG 
± intradermal vesigenurtacel-1 therapy. Samples were 
collected at fixed interval at baseline, week 7, week 13, 
week 28, and at the end of treatment. They observed 
that low levels of IL-1β encountered at the 13th weak 
were usually associated with high recurrence rate.

Increased IL-1β level is an expected inflammatory 
response to BCG treatment, which has an appreciable 
role in enhancing the immune response in bladder 
tissue. However, inflammatory cytokines stimulate 
tumor proliferation and angiogenesis in case of pro-
longed exposure. Prolonged exposure acts as a favor-
able condition for occurrence of tumor metastasis as 
consequence of generated reactive oxygen and ni-
trogen species secondary to DNA damage. This can 
be an explanation for the relation between increased 
urinary cytokine level and the increased probability to 
develop recurrence [8, 16].

It deserves to be mentioned that basal levels of the 
immune-modulators are supposed to be enough for 
influencing the BCG treatment response. We found 
that there is increased level of IL-1β during BCG 
treatment (after 3rd dose BCG), regardless whether 
the patient developed relapse later on or not, with the 
level being significantly higher in relapsing cases. This 
can be considered an agreement with the suggestion 
presented by Masson et al. [18] that specific cytokines 
are necessary for BCG treatment feedback, although 
moderate values are still wished to avoid possible 
drawback. 

Also, patients most prone to develop recurrence 
mostly have genetic predisposition to face exacerba-
tion of inflammatory responses to BCG treatment 
or to the disease itself with exaggerated cytotoxic re-
sponses, which may add to the disease burden. An ex-
ample for that was reported by Hawkyard et al. [13] re-
garding interferon-γ, being essential for BCG therapy 
immunological response as it has inhibitory effect on 
cancer cells, but it can stimulate novel cellular inflam-
matory mechanisms that can promote tumor initia-
tion and progression related to micro environmental 
factors and signaling intensity.

To conclude, on following NLRP4 gene expression 
and IL-1β levels during BCG administration among 
recurrent and non-recurrent cases of thirty NMIBC 
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cases, there was a significant statistical difference in 
both levels in samples collected after the third dose 
BCG, being higher in patients showed subsequent re-
currence at the 3rd and 6th month follow-up. If these 
preliminary reported findings will be confirmed in up-
coming larger cohort’s studies, it could be promising 
in prognosis of such cases, with the possibility of early 
manipulation of individualized treatment schedule, 
keeping patients most probably prone to encounter 
recurrence safe from possible side-effects of BCG 

therapy. The assessment of NLRP4 expression and 
IL-1β levels could help predict failure of BCG ther-
apy, playing an appreciable role in early deciding radi-
cal surgery. When comparing NLRP4 expression and 
IL-1β levels between MIBC and NMIBC cases, in-
creased values were noted among non-invasive ones. 
This finding may serve as a possible diagnostic tool, 
which represents a challenging issue. A cut off value 
for gene expression and cytokine level is hence re-
quired to be estimated.
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CТИМУЛИРУЮЩЕЕ ВЛИЯНИЕ ДРОЖЖЕВОЙ 
ДВУСПИРАЛЬНОЙ РНК НА АКТИВНОСТЬ ГЕНОВ БЕЛКОВ 
СИСТЕМЫ ИНТЕРФЕРОНА
Батенева А.В., Гамалей С.Г., Лебедев Л.Р., Даниленко Е.Д.
Институт медицинской биотехнологии ФБУН «Государственный научный центр вирусологии 
и биотехнологии „Вектор“» Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека, г. Бердск, Новосибирская область, Россия

Резюме. В культуре клеток мышиных гистиоцитов J774 и in vivo на мышах линии Balb/c иссле-
довано влияние двуспиральной РНК (дсРНК) из дрожжей Saccharomyces cerevisiae на уровень экс-
прессии макрофагами генов, кодирующих рецептор TLR3, интерфероны альфа и бета (IFNα, IFNβ), 
ферменты 2’,5’-олигоаденилатсинтетазу (OAS) и протеинкиназу R (PKR). Продемонстрировано из-
бирательное активирующее действие дсРНК в отношении генов рецептора TLR3 и противовирусных 
белков IFNα, IFNβ и OAS как в условиях in vitro, так и in vivo. В культуре клеток J774 наиболее высокая 
кратность индукции наблюдалась в отношении гена IFNβ – в 365-802 раза. Эффект стимуляции воз-
растал в зависимости от дозы дсРНК в диапазоне от 16,9 до 125 мкг/мл. Препарат в меньшей степени 
усиливал активность генов IFNα (более чем в 10 раз), TLR3 и OAS (в 3-4 раза), при этом уровень экс-
прессии данных генов существенно не зависел от дозы препарата. В перитонеальных макрофагах мы-
шей стимулирующее влияние дсРНК носило дозозависимый характер. Максимальный активирую-
щий эффект препарата был обнаружен при введении эффективной противовирусной дозы (0,5 мг/ кг 
по дсРНК). Через 5 ч после внутрибрюшинного введения дсРНК наиболее высокий уровень синтеза 
мРНК был отмечен в отношении генов IFNα (в 54 раза), OAS (в 43 раза) и TLR3 (в 28 раз). Экспрессия 
гена IFNβ возрастала в меньшей степени (в 9 раз). Увеличение дозы препарата до 1,5 мг/кг приводило 
к снижению эффекта стимуляции. Уровень экспрессии генов IFNα, TLR3 и OAS в этом случае сни-
жался в 2-4 раза по сравнению с меньшей дозой, а экспрессия гена PKR – в 5 раз относительно кон-
троля. Через сутки после введения дсРНК наблюдалась тенденция к снижению транскрипции генов 
макрофагов по сравнению с первым сроком в обеих опытных группах. Ослабление генной активно-
сти у животных, получавших препарат в дозе 1,5 мг/кг, было выражено в меньшей степени. Более вы-
сокими в этот период оставались показатели транскрипции генов IFNβ, OAS и TLR3 (в 5-10 раз выше 
контрольных значений). Динамика транскрипции гена PKR значительно отличалась от экспрессии 
других генов в обеих экспериментальных системах. Препарат дсРНК в использованных дозах не ока-
зывал выраженного стимулирующего влияния на экспрессию данного гена. Умеренное по величине 
повышение активности гена PKR в макрофагах мышей было отмечено лишь через сутки после вну-
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трибрюшинного введения препарата. Как известно, критическими факторами активации гена PKR 
являются концентрация и длина молекул дсРНК. Способность к повышению экспрессии гена про-
является при низких концентрациях дсРНК (10-7 г/мл и ниже), при этом высокополимерные дсРНК 
ослабляют генную активность. Поскольку в проведенных нами экспериментах дозы и концентрации 
препарата дсРНК значительно отличались от вышеуказанных, в совокупности это могло повлиять на 
регуляцию транскрипции гена PKR в сторону ослабления стимулирующего эффекта. 

Ключевые слова: дсРНК, TLR3, противовирусные белки, экспрессия генов, макрофаги, клетки J774, мыши

STIMULATING EFFECT OF DOUBLE-STRANDED YEAST RNA 
ON THE ACTIVITY OF INTERFERON SYSTEM GENES
Bateneva A.V., Gamaley S.G., Lebedev R.L., Danilenko E.D.
State Research Center for Virology and Biotechnology “Vector”, Berdsk, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. Influence of double-stranded RNA (dsRNA) from Saccharomyces cerevisiae yeast upon 
expression levels of the macrophage genes encoding TLR3 receptor, interferons alpha and beta (IFNα, IFNβ), 
2’,5’-oligoadenylate synthetase (OAS) and protein kinase R (PKR) enzymes has been studied in the J774 mouse 
histiocytic cell culture and in vivo in Balb/c mice. It has been shown that dsRNA exerts a selective activating 
effect on genes of TLR3 receptor, antiviral proteins IFNα, IFNβ, and OAS, both in vitro and in vivo. With J774 
cell culture, the highest induction capacity was observed for the IFNβ gene: 365 to 802-fold. The stimulatory 
effect was dependent on the dose of dsRNA in the range of 16.9 to 125 μg/ml. The preparation enhanced IFNα 
gene activity to lesser degree (more than 10-fold), TLR3 and OAS (3 to 4-fold), while the expression levels for 
these genes were not significantly dependent on the dose of dsRNA. The stimulating effect of dsRNA was dose-
dependent in murine peritoneal macrophages. The maximum activating effect of the preparation was shown 
upon administration of the effective antiviral dose (0.5 mg of dsRNA/kg). Five hours after intraperitoneal 
injection of dsRNA, the highest level of mRNA synthesis was observed for IFNα (54-fold), OAS (43-fold) and 
TLR3 (28-fold) genes. Expression of the IFNβ gene increased to a lesser degree (9-fold). An increase in the 
dose of preparation to 1.5 mg/kg led to decrease of the stimulatory effect. Expression levels of the IFNα, TLR3, 
and OAS genes in that case decreased by 2-4-fold as compared to a lower dose, and the PKR gene expression 
was 5-fold lower compared to the control. One day after dsRNA administration, a tendency was observed 
for both experimental groups towards a decreased transcription of macrophage genes, if compared with the 
5-hour term. The weakening of gene activity was less pronounced in animals treated with dsRNA at the dose 
of 1.5 mg/ kg. The transcription indices for IFNβ, OAS, and TLR3 genes were much higher during this period 
(5-10-fold higher than the control values). The dynamics of PKR gene transcription in both experimental 
systems was significantly different from the expression of other studied genes. The dsRNA preparation at this 
dose range did not have a pronounced stimulatory effect upon expression of this gene. A moderate increase in 
PKR gene activity in macrophages of mice was observed only a day following intraperitoneal administration 
of dsRNA. Concentrations and length of dsRNA molecules are known to be critical factors to the PKR gene 
activation. An ability to increase the expression of the gene is shown at low dsRNA concentrations (10-7 g/ml 
and below), while highly polymeric dsRNAs weaken the gene activity. Since the doses and concentrations of 
dsRNA used in our experiments were significantly different from those mentioned above, it could, in general, 
affect regulation of PKR gene transcription towards reduction of the stimulatory effect.

Keywords: dsRNA, TLR3, antiviral proteins, gene expression, macrophages, J774 cells, mice

Введение 
Вирусные инфекции до сих пор остаются ак-

туальной проблемой здравоохранения во всем 
мире. Общепризнанно, что центральным звеном 

врожденной системы иммунитета, обеспечиваю-
щим раннюю противовирусную защитную реак-
цию организма, является cистема интерферона 
(IFN). Инфицированные клетки в первые часы 
после заражения вырабатывают и выделяют во 
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внеклеточное пространство IFN, индуцируя тем 
самым синтез широкого спектра цитокинов и 
ряда других противовирусных белков [9, 15].

Двуспиральные РНК (дсРНК) давно извест-
ны как регуляторы врожденного иммунитета и 
индукторы интерферона [11, 15]. Основным ис-
точником чужеродной дсРНК в клетках являются 
вирусы, при этом двуспиральные формы РНК в 
естественных условиях представляют собой либо 
собственно геном вируса, либо возникают в ходе 
вирусного репродуктивного цикла [9]. 

Есть сведения о нескольких семействах 
дсРНК-распознающих рецепторов клетки, среди 
которых одним из наиболее значимых является 
семейство Толл-подобных рецепторов (Toll-like 
receptor, TLR). TLRs представляют собой транс-
мембранные сигнальные рецепторы, связываю-
щие путем лиганд-рецепторного взаимодействия 
консервативные участки молекул различных ми-
кроорганизмов – вирусов, бактерий, грибов, про-
стейших. Основную роль в узнавании вирусных 
дсРНК и последующей передаче сигнала играет 
рецептор TLR 3 типа [13]. Ген TLR3 обнаружен во 
многих тканях организма человека и животных – 
легких, печени, сердце, плаценте, лимфатиче-
ских узлах, селезенке, мозге. Рецептор экспрес-
сируется преимущественно клетками иммунной 
системы – дендритными клетками, макрофага-
ми, натуральными киллерами и Т-лимфоцитами, 
встречается также на соматических клетках (эпи-
телиоциты, фибробласты, астроциты, гепатоци-
ты, эндотелиальные клетки) [8, 12, 13]. В боль-
шинстве типов клеток TLR3 расположен внутри 
клеточных компартментов – на мембранах эн-
доплазматического ретикулюма, эндосом и ли-
зосом, хотя некоторые клетки, такие, например, 
как эпителиоциты и фибробласты, экспресси-
руют его и на внешней плазматической мембра-
не [10, 12, 13].

В результате связывания с дсРНК рецептор 
димеризуется и переходит в активное состояние, 
что приводит к запуску внутриклеточных сиг-
нальных путей и активации генов IFN 1-го типа, 
а также ряда провоспалительных цитокинов [2, 
10]. Продуцируемый клетками IFN, в свою оче-
редь, многократно усиливает транскрипцию 
генов IFN-зависимых ферментов, непосред-
ственно реализующих противовирусный ответ. 
Ключевыми ферментами этих реакций являются 
2’,5’-олигоаденилатсинтетаза (OAS), РНКаза L 
(RNase L) и протеинкиназа R (PKR), активность 
которых зависит от присутствия в клетке дсРНК. 
Активированная дсРНК OAS катализирует об-
разование коротких олигоаденилатов, которые 
при взаимодействии с RNase L переводят ее в 
активную форму. RNase L разрушает геномную 

вирусную РНК, а также мРНК на отдельные 
фрагменты, препятствуя образованию вирусных 
и клеточных белков. PKR ингибирует трансля-
цию мРНК на рибосомах, что также приводит к 
торможению белкового синтеза. Следствием этих 
биохимических реакций является подавление ре-
пликации вирусов в клетках [11]. 

В настоящее время известно, что первичный 
каскад ответных реакций организма на вирусное 
заражение и введение экзогенной дсРНК (узна-
вание, инициация внутриклеточных сигналь-
ных путей) имеют много общего, поэтому инте-
рес к двуспиральным полирибонуклеотидам как 
субстанциям противовирусных лекарственных 
средств не ослабевает уже многие годы [2].

Природная дсРНК, выделенная из киллерно-
го штамма дрожжей Saccharomyces cerevisiae, – 
один из активных компонентов отечественного 
препарата Ридостин. Ридостин является ин-
дуктором интерферона, обладает противови-
русными и иммуномодулирующими свойства-
ми, рекомендован для профилактики и лечения 
инфекционно-воспалительных заболеваний, 
вызванных вирусами герпеса, гриппа и других 
острых респираторных вирусных инфекций, 
хламидиозов. Экспериментально доказано, что, 
помимо усиления продукции IFN, дрожжевая 
дсРНК повышает активность и других факторов 
неспецифической резистентности, в частности 
метаболическую активность перитонеальных 
макрофагов [1, 7], которые экспрессируют ши-
рокий набор рецепторов, являются активными 
продуцентами и мишенями IFN разных типов и 
представляют интересный объект для изучения 
особенностей развития внутриклеточной проти-
вовирусной реакции. 

Целью данного исследования являлось из-
учение влияния дсРНК, выделенной из дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae, на транскрипцию генов 
противовирусных белков – рецептора TLR3, 
IFNα и IFNβ, ферментов OAS и PKR – в макро-
фагах мышей в условиях in vitro и in vivo. 

Материалы и методы
В экспериментах использовали натрие-

вую соль дсРНК (смесь дсРНК длиной 1600-
4500 п.н.) с чистотой 93%, полученную из дрож-
жей Saccharomyces cerevisiae по методу [3]. 

В исследованиях in vitro была использована 
культура мышиных макрофагов линии J774 (ги-
стиоцитарная саркома мыши линии Balb/c), по-
лученная из Российской коллекции клеточных 
культур позвоночных Института цитологии РАН 
(г. Санкт-Петербург). Клетки данной линии име-
ют высокий уровень представленности генов 
семейства TLR, поэтому являются адекватной 
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моделью для изучения механизмов реализации 
ответа на различные патоген-ассоциированные 
лиганды, в том числе дсРНК [7]. Клетки куль-
тивировали в 6-луночных планшетах (106 клеток 
на лунку) в среде DMEM с добавлением 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки в атмосфере с 
5% СО2 при температуре 37 °С и 60% влажности в 
течение 21 часа для формирования монослоя. За-
тем в лунки вносили раствор дсРНК до конечной 
концентрации 125; 67,5; 33,8 и 16,9 мкг/мл и ин-
кубировали в течение 4 часов при тех же услови-
ях. Каждое разведение исследовали в 2 повторах. 
В контрольные лунки вносили физиологический 
раствор. 

Исследование in vivo проведено на 18 поло-
возрелых самцах мышей линии Balb/c массой 
20-22 г, полученных из питомника ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (р.п. Кольцово 
Новосибирской области). До начала и в ходе экс-
перимента мыши содержались в стандартных ус-
ловиях вивария при естественном освещении на 
сбалансированном пищевом рационе со свобод-
ным доступом к корму и воде. Условия содержа-
ния и ухода за животными соответствовали ГОСТ 
33216-2014 «Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Правила содержа-
ния и ухода за лабораторными грызунами и кро-
ликами». Манипуляции с животными проводили 
с соблюдением принципов гуманного отношения 
к животным согласно Директиве 2010/63/ EU Ев-
ропейского парламента и совета Европейского 
Союза по охране животных, используемых в на-
учных целях. Препарат вводили однократно вну-
трибрюшинно в дозах 0,5 и 1,5 мг/ кг, что соответ-
ствует эффективной дозе препарата Ридостин, 
определенной ранее в противовирусных иссле-
дованиях, и дозе, превышающей ее в три раза 
(в пересчете на дсРНК). Животным контрольной 
группы вводили физиологический раствор. Че-
рез 5 и 24 ч после введения препарата у животных 
всех экспериментальных групп забирали перито-
неальный экссудат. Для получения монослоя ма-
крофагов клетки культивировали в 6-луночных 
планшетах в среде RPMI-1640, содержащей 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки и 40 мкг/мл 
гентамицина, при 37 °С, 5% СО2 и 60% влажности 
в течение 2 ч. 

По окончании времени инкубации в обоих 
экспериментах подсчитывали количество кле-
ток в каждой лунке и выделяли суммарную РНК 
с помощью набора “RNeasy Mini Kit” (Oiagen). 
Для удаления геномной ДНК использовали на-
бор “RNase-Free DNase Set” (Oiagen). Содержа-
ние РНК и чистоту полученных образцов опре-
деляли спектрофотометрически при длине волны 
260/280 нм. Пробы выделенной РНК, нормиро-

ванные по стартовому количеству, использовали 
для построения кДНК путем реакции обратной 
транскрипции с помощью реагентов “SuperScript 
III” (Invitrogen). Количественную полимеразную 
цепную реакцию в реальном времени (ПЦР-РВ) 
выполняли с использованием коктейля “SYBR 
GreenER qPCR Super Mix” (Invitrogen) на при-
боре “iCycler iQ5” (Bio-Rad). Каждый образец в 
реакции был представлен в трех повторах. По-
следовательность специфических праймеров 
исследуемых генов была выбрана из электрон-
ной базы праймеров PrimerBank (http://pga.
mgh.harvard.edu/primerbank/index.html); инди-
видуальные номера пар праймеров: 146149239c2 
(TLR3), 6754294a1 (IFNα), 6754303c3 (IFNβ), 
281332107b1 (OAS), 6755162a1 (PKR). Синтез 
праймеров был выполнен ЗАО «Синтол» (г. Мо-
сква). Оптимизированные протоколы ПЦР-РВ: 
50 °C – 2 мин, 95 °С – 8,5 мин, далее 30-35 циклов 
при 95 °C – 15 с и 60 °C – 60 с (гены TLR3, PKR и 
OAS); 50 °C – 2 мин, 95 °С – 8,5 мин, далее 35 ци-
клов 95 °C – 15 с и 57 °C – 60 с (ген IFNβ); 50 °C – 
2 мин, 95 °С – 8,5 мин, далее 40 циклов 95 °C – 
15 с и 62 °C – 60 с (ген IFNα). Специфичность 
полученных ДНК-продуктов устанавливали в 
конечной точке ПЦР по температурным пикам 
плавления. Дополнительно ДНК-амплификаты 
анализировали электрофорезом в 1,5%-ном ага-
розном геле с окрашиванием этидиум бромидом 
для сопоставления с расчетными данными, пред-
ставленными в PrimerBank. 

Уровень экспрессии генов оценивали путем 
автоматического расчета относительного коли-
чества ДНК-амплификатов (ΔCt) с помощью 
программного обеспечения Bio-Rad iQ5 Optical 
System software v. 2.0. Вычисление кратности экс-
прессии проводили относительно контрольной 
группы, значение которой было принято за 1. 
Экспериментальные данные представлены в 
виде средних значений относительного количе-
ства ДНК-продуктов и стандартных отклонений 
(M±SD). 

Результаты и обсуждение
Результаты исследования, проведенного в 

культуре клеток J774, показали, что 4-часовая 
экспозиция с препаратом дсРНК приводила к 
повышению транскрипционной активности ге-
нов TLR3, IFNα, IFNβ и OAS (табл. 1). 

Наиболее выраженным влияние препарата 
было в отношении экспрессии гена IFNβ, кото-
рая возрастала в 365-802 раза в зависимости от 
дозы дсРНК. В значительной степени препарат 
дсРНК индуцировал и транскрипцию гена IFNα 
(более чем в 10 раз). Наименьший стимулиру-
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ющий эффект был отмечен в отношении генов 
TLR3 и OAS (3-4 раза). Влияния дсРНК на коли-
чество мРНК фермента PKR в этих условиях не 
наблюдалось. Следует отметить, что экспрессия 
генов IFNα, TLR3 и OAS не зависела существен-
но от дозы препарата. Это позволяет предполо-
жить, что данный уровень генной активности яв-
ляется максимально возможным ответом клеток 
на воздействие дсРНК. 

Сравнительная оценка экспрессии генов пе-
ритонеальных макрофагов мышей после внутри-
брюшинной инъекции дсРНК показала усиление 
транскрипционной активности тех же генов, что 
и в клетках J774 (рис. 1.). 

Наблюдаемые изменения носили избиратель-
ный характер. Наиболее выраженное увеличе-
ние генной активности было отмечено через 5 
часов после введения препарата в дозе 0,5 мг/кг 

ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ ПРОТИВОВИРУСНЫХ БЕЛКОВ В КЛЕТКАХ ЛИНИИ J774 ПОСЛЕ 4 ЧАСОВ 
ИНКУБАЦИИ С ПРЕПАРАТОМ дсРНК

TABLE 1. LEVEL OF GENE EXPRESSION OF ANTIVIRAL PROTEINS IN J774 CELLS AFTER A 4-HOUR-INCUBATION WITH 
dsRNA

Препарат, доза
Preparation, dose

Уровень относительной экспрессии генов белков (M±SD)
Level of relative gene expression of proteins (M±SD)

TLR3 IFNββ IFNα OAS PKR

Физиологический раствор 
Physiological saline 1,0±0,1 1,0±0,2 1,0±0,9 1,0±0,2 1,0±0,2 

дсРНК, 16,9 мкг/мл
dsRNA, 16.9 μg/ml 3,2±0,5 365±49 11,2±2,0 2,8±0,6 0,6±0,1

дсРНК, 33,8 мкг/мл
dsRNA, 33.8 μg/ml 3,7±0,4 422±58 10,2±4,2 3,5±1,5 0,7±0,2

дсРНК, 67,5 мкг/мл
dsRNA, 67.5 μg/ml 3,4±0,7 613±117 8,7±1,8 2,7±0,9 0,6±0,1

дсРНК, 125 мкг/мл
dsRNA, 125 μg/ml 4,2±1,4 802±60 12,1±3,1 3,2±0,9 0,8±0,1

Рисунок 1. Влияние внутрибрюшинной инъекции препарата дсРНК на активность генов противовирусных белков 
в перитонеальных макрофагах мышей через 5 ч (А) и 24 ч (Б) после введения
Примечание. По оси ординат – величина кратности изменений активности генов (ΔCt) относительно контрольного уровня для 
каждого гена, принятого за 1. Серые столбцы – дсРНК 0,5 мг/кг; белые столбцы – дсРНК 1,5 мг/кг.
Figure 1. Effect of intraperitoneal injection of a dsRNA preparation on the activity of genes of antiviral proteins in peritoneal 
macrophages of mice 5 h (A) and 24 h (B) after injection
Note. The ordinate axis presents the values of the fold change in gene activity (delta Ct) relative to the control level for each gene taken as 1. The 
gray bars – dsRNA of 0.5 mg / kg; the white bars – dsRNA of 1.5 mg/kg.
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(рис. 1А). В этот срок более чувствительными к 
воздействию препарата оказались гены IFNα, 
OAS и TLR3, кратность индукции которых воз-
растала в среднем в 54, 43 и 28 раз соответственно. 
Уровень транскрипции мРНК IFNβ увеличился 
в меньшей степени (в 9 раз), а активность гена 
PKR в этот период сохранялась на контрольном  
уровне. 

Как и экспериментах in vitro, увеличение дозы 
препарата до 1,5 мг/кг не приводило к значимо-
му усилению эффекта. Более того, в ранний срок, 
через 5 часов после введения, наблюдалась тен-
денция к уменьшению транскрипции генов по 
сравнению с ответом на меньшую дозу, что осо-
бенно заметно в отношении генов IFNα, TLR3 и 
OAS (в 2-4 раза). Уровень экспрессии PKR в этом 
случае снижался относительно контроля в 5 раз. 

Через сутки после внутрибрюшинного вве-
дения дсРНК генная активность клеток заметно 
ослабевала по сравнению с первым сроком в обе-
их опытных группах, в меньшей степени – у мы-
шей, которым вводили препарат в дозе 1,5 мг/ кг 
(рис. 1Б). Относительно более высокими в этот 
период оставались показатели синтеза мРНК 
IFNβ, OAS и TLR3, уровень экспрессии которых 
превышал контрольные значения в 5-10 раз. По-
казатели активности гена IFNα через сутки по-
сле введения снижались до контрольного уровня, 
гена PKR – незначительно возрастали (в 2 раза 
по сравнению с контролем). 

Таким образом, как в культуре клеток мы-
шиных макрофагов J774, так и in vivo на мышах 
линии Balb/c, мы наблюдали одну общую зако-
номерность – повышение под действием дсРНК 
транскрипции генов рецептора TLR3, IFNs (α и 
β), OAS. 

Полученные данные объединяет также тот 
факт, что динамика транскрипции гена PKR за-
метно отличалась от других генов. Препарат 
дсРНК в использованных дозах не обладал вы-
раженной способностью к стимуляции данно-
го гена ни в одной из использованных моделей. 
Умеренное по величине повышение активности 
гена в макрофагах мышей было отмечено лишь 
в конце периода наблюдения, через сутки после 
введения препарата. На наш взгляд, это можно 
объяснить следующим образом. Известно, что 
индукция IFN-регулируемых белков зависит от 
многих факторов, в том числе от типа клеток, ко-
личества и размера молекул дсРНК, проникших в 
клетку. Как было показано авторами работы [14], 
ферментативная активность PKR проявлялась 
исключительно при низких концентрациях 
дсРНК (10-7-10-9 г/мл), в отличие, например, от 
OAS, которая была активна при концентрациях 
от 10-5 г/мл и выше. Помимо этого, высокопо-

лимерные дсРНК обладают способностью инги-
бировать активность PKR и, наоборот, в большей 
степени активируют OAS [11]. В условиях наших 
экспериментов дозы и концентрации препара-
та дсРНК значительно превосходили вышеука-
занные значения, а длина молекул дрожжевой 
дсРНК превышала 1600 п.н., что в совокупности 
могло повлиять на регуляцию гена PKR в сторону 
ослабления эффекта стимуляции. 

Следует отметить, что внутриклеточный ме-
ханизм развития противовирусной реакции под 
влиянием препарата Ридостин, одним из дей-
ствующих компонентов которого является дрож-
жевая дсРНК, ранее уже изучался на разных 
типах клеток человека. Так, было показано, что 
в клетках цельной крови Ридостин в концен-
трациях 10 и 100 мкг/мл активировал широкий 
спектр генов, включая сигнальные рецепторы 
врожденного иммунитета (TLR3, TLR8, MDA5), 
IFNα и IFNγ, IFN-индуцируемые ферменты и 
белки (PKR, OAS, РНКазу L, Mx1) [5]. В лим-
фоцитах крови под воздействием Ридостина 
преимущественно активировались гены IFNα и 
IFNγ и в меньшей степени – PKR, РНКазы L и 
OAS. В фибробластах линии ФЛЭЧ-977 препа-
рат в значительной степени стимулировал гены 
IFNβ, OAS и PKR [4]. В то же время установле-
но, что Ридостин (40 мкг/ мл) оказывал подавля-
ющее действие на экспрессию ряда генов TLR, 
включая TLR3, и генов IFN-зависимых путей в 
культуре макрофагов, дифференцированных из 
моноцитарной линии клеток человека THP-1 [6]. 
Согласно мнению авторов этой работы, дан-
ная ответная реакция объясняется достижением 
максимального уровня транскрипции генов в 
активированных макрофагах, дальнейшая стиму-
ляция которых приводит к обратному эффекту. 
Полученные нами данные относительно харак-
тера активации генов противовирусных белков и 
наличии обратной дозовой зависимости, таким 
образом, согласуются с результатами работ дру-
гих исследователей и, по-видимому, отражают 
общую закономерность ген-активирующего дей-
ствия дсРНК, независимо от видовой специфич-
ности клеток.

Заключение 
Установлено, что дсРНК, выделенная из дрож-

жей Saccharomyces cerevisiae, обладает способно-
стью повышать экспрессию генов рецепторных 
(TLR3) и противовирусных белков (IFNα, IFNβ, 
OAS) в макрофагах мышей как в условиях in vitro, 
так и in vivo. Наиболее высокая кратность индук-
ции в культуре клеток линии J774 наблюдалась в 
отношении гена IFNβ, при этом эффект носил 
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дозозависимый характер. Максимальный уро-
вень транскрипционной активности перитоне-
альных макрофагов мышей в первые часы после 
введения дсРНК в эффективной противовирус-

ной дозе (0,5 мг/кг) был отмечен для генов IFNα, 
OAS и TLR3, наименьший – для гена PKR; уве-
личение дозы приводило к ослаблению эффекта 
препарата. 
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА 
ПЕРВИЧНЫХ ИММУНОДЕФИЦИТОВ В СВЕРДЛОВСКОЙ 
ОБЛАСТИ
Дерябина С.С.1, 2, 3, Лагутина О.В.1, Тузанкина И.А.2, 3, 4, Власова Е.В.4, 
Болков М.А.2, 3 
1 ГБУЗ СО «Клинико-диагностический центр “Охрана здоровья матери и ребенка”», г. Екатеринбург, Россия  
2 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия  
3 ФГАОУ ВПО «Уральский Федеральный университет имени Первого президента России Б.Н. Ельцина», 
г. Екатеринбург, Россия  
4 ГБУЗ СО «Областная детская клиническая больница № 1», г. Екатеринбург, Россия

Резюме. В статье представлены результаты пятилетней работы лаборатории молекулярной диа-
гностики клинико-диагностического центра «Охрана здоровья матери и ребенка» по диагностике 
первичных иммунодефицитов в Свердловской области. Лаборатория была организована в 2009 для 
верификации диагноза моногенных наследственных заболеваний, входящих в Программу массового 
неонатального скрининга в РФ: фенилкетонурия, муковисцидоз, классическая галактоземия. Со вре-
менем спектр диагностируемых нозологий расширялся, и с 2014 года лаборатория включила в работу 
новую группу заболеваний – врожденные ошибки иммунитета. Ежегодно областной регистр паци-
ентов с первичными иммунодефицитами пополняется на 20-70 человек, что составляет от 15 до 43% 
всероссийского регистра. На 01.03.2020 в регистре пациентов с клиническим диагнозом «первичный 
иммунодефицит» состояло 526 человек, более половины из них (275) – дети до 18 лет. По расчетам 
специалистов частота выявленных случаев ПИД в Свердловской области составила 1:10 480 жителей, 
что свидетельствует не только о высоком уровне существующей службы клинической иммунологии, 
но и ожидаемо высокой частоте распространенности ПИД в регионе. Верификация диагноза «пер-
вичный иммунодефицит» у пациентов Свердловской области до 2014 года традиционно проводилась 
в московских клиниках (НМИЦ им. Д. Рогачева, МГНЦ). За 6 лет сотрудничества иммунологической 
службы области с медико-генетическим центром 47 детей получили молекулярно-генетическое под-
тверждение диагноза врожденных ошибок иммунитета в лаборатории областного клинико-диагно-
стического центра «Охрана здоровья матери и ребенка». В статье показаны данные регионального 
регистра пациентов с разделением на нозологические формы иммунозависимой патологии и дано 
подробное описание выполненной верификации диагнозов у пациентов с различными ПИД. У 43 
человек обнаружена делеция 22-й хромосомы (синдром Ди Джорджи), у 7 пациентов и 6 членов их 
семей найдены мутации в гене Btk (Х-сцепленная агаммаглобулинемия), у 1 ребенка подтвержден 
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синдром Ниймеген, разрешен трудный для диагностики семейный случай дефицита аденозиндеза-
миназы. Результаты исследования вдохновляют авторов на дальнейшее расширение спектра диагно-
стируемой патологии и дают уверенность в том, что развитие региональных лабораторий подобного 
уровня может изменить к лучшему алгоритм диагностического процесса ПИД в России в целом: от 
пренатального и неонатального скрининга до разработки генной терапии отдельных форм иммуно-
зависимой патологии.
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Abstract. The article presents the results of the work performed by the laboratory of molecular diagnostics 
at the Medical Center “Health Care of Mother and Child” for the diagnosis of primary immunodeficiency 
in Sverdlovsk region over 5 years. The laboratory was organized in 2009 to verify the diagnosis of monogenic 
hereditary diseases included in the Neonatal Screening Program in the Russian Federation, e.g., phenylketonuria, 
cystic fibrosis, classical galactosemia. Over time, the range of diagnosed nosologies expanded, and since 
2014, the laboratory has included in studies of a new group of disorders, i.e., congenital errors of immunity. 
Every year the Regional Registry of patients with primary immunodeficiencies (PIDs) replenished by 20 to 
70 persons, thus comprising 15 to 43% of the entire Russian Registry for these conditions. As of 03/01/2020, 
the registry of patients with a clinical diagnosis of “primary immunodeficiency” consisted of 526 people, 
more than half of them (275) being children under 18 years of age. According to the expert calculations, the 
frequency of detected PID cases in the Sverdlovsk region is 1:10 480 inhabitants, which indicates not only 
high level of the existing clinical immunology service, but also the high expected frequency of PID in the 
region. Until 2014, verification of the “primary immunodeficiency” diagnosis in the patients from Sverdlovsk 
region was traditionally carried out in Moscow clinics (Dmitry Rogachev National Medical Research Center 
of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Moscow Research Centre for Medical Genetics). Over 
6 years of cooperation between regional immunological service with the medical genetic center, 47 children 
received molecular genetic confirmation of the diagnosis of congenital immunity errors at the laboratory of 
Regional Medical Center “Health Care of Mother and Child”. The authors present the data of Regional 
Registry of patients, classified into nosological forms of immune-dependent pathology and provide a detailed 
description of diagnostic procedures for the patients with various PIDs. A deletion of chromosome 22 (Di 
Giorgi syndrome) was found in 43 people, mutations in the Btk gene (X-linked agammaglobulinemia) were 
revealed in 7 patients and 6 members of their families, Nijmegen syndrome was confirmed in 1 child, a familial 
case of ADA-deficiency, difficult for diagnostics, was decided. The results of the study encourage the authors 
for further expansion of the spectrum of detectable disorders diagnosis, and give a hope that development 
of regional laboratories at this level may improve the diagnostic algorithm for PID diagnostic procedures in 
Russia, i.e., from prenatal and neonatal screening to the development of gene therapy for certain forms of 
immune-dependent disorders.
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Введение
Молекулярно-генетическая диагностика на-

следственных заболеваний в Свердловской обла-
сти начала отсчет в 2008 году. Именно тогда было 
принято решение о создании в государственном 
бюджетном учреждении здравоохранения Сверд-
ловской области «Клинико-диагностический 
центр “Охрана здоровья матери и ребенка”» лабо-
ратории молекулярной диагностики. Первые ис-
следования были посвящены диагностике моно-
генных наследственных заболеваний, входящих в 
Программу массового неонатального скрининга 
в РФ: фенилкетонурия, муковисцидоз, классиче-
ская галактоземия. Со временем спектр диагно-
стируемых нозологий расширялся, и с 2014 года 
лаборатория включила в работу новую группу 
заболеваний, требующих верификации диагноза 
молекулярно-генетическими методами, – группу 
первичных иммунодефицитов, или врожденных 
ошибок иммунитета. 

Долгие годы, пока первичные иммунодефи-
циты относили к группе редких заболеваний, 
пациентам приходилось страдать из-за поздней 
постановки диагноза и неадекватного и несвоев-
ременного лечения [4, 5, 6]. Однако и в настоящее 
время ПИД в России и в Свердловской области в 
частности диагностируется после манифестации 
клинических признаков. Запаздывание точной 
диагностики усугубляется тем, что ПИД часто 
«надевает на себя маски» других заболеваний со 
сходными фенотипическими проявлениями, а 
отсутствие настороженности в отношении этой 
патологии у врачей первичного звена приводит 
больных к «диагностической одиссее» – длин-
ному и трудному пути проведения серии диагно-
стических исследований и направлений. Нередко 
полученные во время такого длительного обсле-
дования осложнения становятся уже необрати-
мыми для пациента, несмотря на проводимое 
лечение [6, 7, 8].

Поскольку идея о проведении масштабных 
российских исследований на врожденные ошиб-
ки иммунитета пока только обсуждается в про-
фессиональных кругах ученых-иммунологов, 
дать прогноз относительно распространенности 
этого заболевания в нашей стране весьма затруд-
нительно. Тем не менее, если ориентироваться на 
количество населения, проживающего в Сверд-
ловской области. и сравнить его с близким по 
величине европейским государством (Германия, 
Франция), специалисты предполагают часто-
ту первичных иммунодефицитов в пределах от 
1:46 000 до 1:16 000. Первые попытки создания 
областного регистра пациентов с врожденными 

ошибками иммунитета появились в 1986 году, 
когда общее количество больных не превыша-
ло 20 человек. Однако за 34 года региональная 
база данных по ПИД прирастала и обогащалась 
демографическими, клиническими, иммуноло-
гическими данными вновь выявленных пациен-
тов с ПИД и исходами их заболеваний, что в ко-
нечном итоге позволило провести оценку частот 
отдельных форм первичных иммунодефицитов, 
в некоторых случаях прогнозировать развитие 
осложнений (аутоиммунных, аутовоспалитель-
ных, лимфопролиферативных), и, как итог, до-
бавить новые знания о природе этих заболеваний 
с целью оптимизации их диагностики, лечения и 
профилактики. 

В последние 10 лет регистр Свердловской об-
ласти ежегодно пополняется на 30-70 человек, 
это составляет от 15 до 43% общероссийской базы 
данных. На 01.03.2020 в областном регистре па-
циентов с клиническим диагнозом «первичный 
иммунодефицит» состояло 526 человек, более 
половины из них (275) – дети до 18 лет (табл. 1). 
Таким образом, частота выявленных случаев 
ПИД в Свердловской области составила 1:10 480 
жителей, что свидетельствует не только о высо-
ком уровне существующей службы клинической 
иммунологии, но и ожидаемо высокой частоте 
распространенности ПИД в регионе. 

Материалы и методы
Молекулярно-генетические исследования 

проводили в лаборатории молекулярной диагно-
стики «Клинико-диагностический центр “Охра-
на здоровья матери и ребенка”». Геномную ДНК 
из сухих пятен крови и образцов цельной крови 
от 81 человека с подозрением на врожденные 
ошибки иммунитета выделяли автоматическим 
методом на станции MagNa Pure LC2.0 (Roche, 
США). 

Поиск генетических причин развития пато-
логии проводился доступными в лаборатории 
методами: мультиплексная лигазозависимая ам-
лификация проб (MLPA), технология BACs-on-
Beads, ПЦР в режиме реального времени, таргет-
ное секвенирование. Анализ образцов проводили 
на генетическом анализаторе Applied Biosystems 
3500 (США). Полученные данные обрабатывали 
с помощью программного обеспечения Coffalyser 
(MRC-Holland), Sequencing Analysis Software 
v. 6.0, Variant Reporter Software. Анализ патоген-
ности новых вариантов нуклеотидной последо-
вательности проводили, используя алгоритмы 
Mutation Taster, PolyPhen2.0., SIFT.

Результаты и обсуждение
Самой первой нозологией, с которой началась 

диагностика ПИД на Урале, стал синдром деле-
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ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ДЕТЕЙ С ПЕРВИЧНЫМИ ИММУНОДЕФИЦИТАМИ ПО НОЗОЛОГИЧЕСКИМ ФОРМАМ 
В СВЕРДЛОВСКОЙ ОБЛАСТИ

TABLE 1. DISTRIBUTION OF CHILDREN WITH PRIMARY IMMUNODEFICIENCY BY NOSOLOGICAL FORMS IN THE 
SVERDLOVSK REGION

ПИД
PID

Общее 
количество

Number

Мальчики
Male

Девочки
Female

Из них 
умерло 

Died
Преимущественно гуморальные дефекты
Predominantly antibody deficiencies
Селективный дефицит IgA
IgA deficiency 142 100 42 –

Агаммаглобулинемия с дефицитом 
В-клеток
Agammaglobulinemia with B cell deficiency

10 10 – 3

Активация PiK
Syndrome activation Pi3k-delta 4 1 3

Комбинированные с синдромами
Combined immunodeficiencies
Синдром Ди Джорджи 
DiGeorge syndrome 38 20 18 4

Синдром Ниймеген
Nijmegen breakage syndrome 5 2 3 2

CHARGE 4 2 2 –
Синдром Вискотта–Олдрича
Wiskott–Aldrich syndrome 4 4 – 1

Синдром Швахмана–Даймонда
Schwachman–Diamond syndrome 6 1 5 –

Дефицит BACH2 end BRIDA 
BACH2 end BRIDA deficiency 1 – 1 –

Синдром Кабуки
Kabuki syndrome 1 1 – –

Атаксия-телеангиэктазия
Ataxia Telangiectasia 11 5 6 6

Комбинированные неуточненные
Combined unspecified 2 1 1 –

Комбинированные дефекты
Combined deficiencies
Ангидротическая эктодермальная 
дисплазия
Anhidrotic ectodermal dysplasia

3 3 – –

Дефекты фагоцитоза
Phagocytosis defects
Врожденная нейтропения
Congenital eutropenia 3 1 2

ХГБ
Chronic granulomatous disease 6 6 – 4

ПИД с иммунной дисрегуляцией
Diseases of immune dysregulation
Синдром Грисцилле
Griscilla syndrome 1 1 – –

Синдром Чедиаки–Хигаси
Chediak–Higashi syndrome 2 2 2
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ПИД
PID

Общее 
количество

Number

Мальчики
Male

Девочки
Female

Из них 
умерло 

Died
Аутоиммунный лимфопролиферативный 
синдром
Autoimmune lymphoproliferative syndrome

2 2 – –

Аутовоспалительные заболевания
Autoinflammatory disorders
Синдром Маршалла
PFAPA syndrome 9 2 7 –

Хронический мультифокальный 
остеомиелит
CRMO

7 4 3 –

Неуточненные
Unspecified 2 2 – –

Средиземноморская лихорадка
FMF 2 1 1

Дефекты комплемента
Complement deficiencies
Дефицит фактора Н-зависимого белка
FHR 1 1

ТКИН
SCID
ADA-недостаточность
ADA deficiency 2 2 1

Х-сцепленная ТКИН
X-linked SCID 3 3 2

Т-В-НК+

T-B-NK+ 2 – 2 2

IPEX-синдром
IPEX syndrome 1 1

Аутоиммунный полигландулярный 
синдром
Autoimmune polyendocrine syndromes

1 1

Всего
Total 275 177 98 27

ции 22-й хромосомы. К основным клиническим 
проявлениям этого заболевания относят гипо-
плазию тимуса и паращитовидных желез, врож-
денный порок сердца, к сопутствующим – дис-
морфические аномалии лица и неба, умственную 
отсталость разной степени. Гетерогенность син-
дрома проявляется в том, что некоторые пациен-
ты страдают тяжелыми состояниями с выражен-
ным иммунодефицитом и врожденным пороком 
сердца, приводящим в некоторых случаях к ле-
тальности, другие же характеризуются легкими 
субклиническими формами (лицевые аномалии, 
носовой оттенок голоса), чаще выявляемыми у 
взрослых при направленном обследовании в свя-
зи с рождением больного ребенка [2]. 

Анализ критического участка 22q11 у детей с 
подозрением на данную генетическую патоло-

гию в ЛМД проводится методом мультиплексной 
лигазной амплификации проб (MLPA) с исполь-
зованием коммерческого набора SALSA MLPA 
probemix P250-B2 DiGeorge (MRC-Holland, The 
Netherlands), содержащим 48 различных MLPA-
зондов, 29 из которых локализованы в хромо-
сомном районе 22q11. Вторым доступным для 
использования в нашей лаборатории методом яв-
ляется технология BACs-on-Beads (PerkinElmer, 
Finland), более известная в качестве примене-
ния ее для пренатальной диагностики у плода 9 
частых микроделеционных синдромов, включая 
синдром Ди Джорджи. 

В настоящее время в регистре Свердловской 
области находятся 45 пациентов с данной пато-
логией: 38 детей и 7 взрослых. При молекуляр-
но-генетическом обследовании у 36 пациентов 
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детского возраста была выявлена микроделеция 
del22q11.2. Еще в двух случаях диагноз был ос-
нован на совокупности фенотипических прояв-
лений и пороков развития: врожденный порок 
сердца, расщелина твердого неба и трудности в 
обучении; диагностика молекулярно-генетиче-
ским методом не проводилась. Возраст выявле-
ния генетической причины заболевания у детей 
варьировал от 0,5 мес до 15 лет, медиана состави-
ла 29,5 месяцев [3]. Семи плодам диагноз del22q 
был установлен пренатально, в сроке 12-13 не-
дель по совокупности УЗ-маркеров и биохимиче-
кого скрининга. На основании этого шесть семей 
приняли решение о прерывании беременности и 
одна семья отказалась от инвазивной процедуры 
аспирации ворсин хориона, поэтому верифика-
ция диагноза была произведена на 4-е сутки по-
сле рождения ребенка. Большинству пациентов 
(19 человек) диагноз был поставлен в первые 6 
месяцев жизни, 11 детям – в возрасте от 2 до 7 лет, 
8 пациентам – в возрасте 9-16 лет, взрослые (6 
женщин, 1 мужчина – родители выявленных про-
бандов) были обследованы в возрасте 27-36 лет. 
Семейная форма наследования патологии отме-
чена в 5 семьях, две из них имеют по два ребенка с 
синдромом Ди Джорджи. Все взрослые имели фе-
нотипические признаки синдрома делеции 22-й 
хромосомы, однако врожденный порок сердца 
выявлен только у мужчины. У тридцати обследо-
ванных детей врожденный порок сердца преиму-
щественно представлен перерывом дуги аорты, 
тетрадой Фалло, дефектом межжелудочковой и 
межпредсердной перегородок, при этом 22 ре-
бенка подверглись корректирующим операциям. 
Кроме того, у всех детей в анамнезе отмечались 
острые или хронические процессы вирусно-бак-
териальной этиологии различной локализации. 
Однако у детей до 3 лет ведущее место в структуре 
заболеваемости занимали заболевания респира-
торного тракта в виде рецидивирующих бронхи-
тов, риносинуситов или повторных пневмоний, 
в то время как дети школьного возраста страда-
ли от редких респираторных вирусных инфек-
ций, как правило, не требовавших назначения 
антибактериальной терапии. Генерализованные 
бактериальные инфекции чаще поражали детей 
раннего возраста и в послеоперационном пери-
оде (коррекция врожденного порока сердца), 
при этом требовалось назначение как антибак-
териальной/противогрибковой, так и иммуно-
тропной терапии. Летальные исходы за время на-
блюдения отмечены у 4 детей: смерть троих детей 
произошла от генерализованного инфекционно-
го процесса, 1 ребенка – от гипокальциемическо-
го криза. Тяжелые иммунологические нарушения 
по причине аплазии или гипоплазии тимуса при 
синдроме Ди Джорджи нередко приводят к не-

онатальной смертности, поэтому ранняя диа-
гностика данной патологии очень актуальна, при 
этом современный этап генетической диагно-
стики требует применения более расширенного 
арсенала диагностических методов. В частности, 
нельзя игнорировать сведения о больных с кли-
нической картиной заболевания без выявления 
микроделеции, но с наличием точковых мутаций 
в гене TBX1, одного из генов, расположенных в 
локусе 22q11 [12]. При этом варианты генных из-
менений могут быть как однонуклеотидными за-
менами, так и делециями/вставками, затрагива-
ющими сразу несколько нуклеотидов. TBX1 ген 
принадлежит к семейству генов факторов транс-
крипции, поэтому качественные или функцио-
нальные изменения белков, кодируемых данны-
ми генами сказываются на процессе регуляции 
эмбриогенеза. Именно поэтому с сентября 2019 
года мы поставили цель внедрить в лаборатории 
анализ генетической идентификации точечных 
мутаций в гене TBX1 у пациентов с клинически-
ми проявлениями синдрома Ди Джорджи без де-
леции критического региона. На сегодняшний 
день отработана методика прямого секвенирова-
ния 10 экзонов гена, набрана группа детей с за-
данными характеристиками. Особое внимание 
заслуживает семейный случай с подозрением 
на генетическую патологию у ребенка с врож-
денным пороком сердца и гипоплазией тимуса, 
умершего на первом году жизни. Анализ крити-
ческого региона 22-й хромосомы с помощью тех-
нологии MLPA показал наличие в ДНК девочки 
микроструктурных нарушений именно в области 
гена TBX1. Поиск подобных генных изменений у 
родителей и определение характера наследуемо-
сти синдрома Ди Джорджи может послужить обо-
снованием необходимости проведения подобных 
исследований с целью будущей пренатальной и 
предимплантационной диагностики и в других 
семьях с отягощенным по данной генетической 
патологии анамнезом. 

Второй нозологией, диагностика которой не 
требует больше транспортировки биологическо-
го материала пациента или его личной поездки в 
столицу, является Х-сцепленная агаммаглобули-
немия – первичное расстройство гуморального 
иммунитета, основным признаком которого яв-
ляется дефицит В-клеток. Заболевание манифе-
стирует преимущественно как рецидивирующие 
вирусные, так и бактериальные инфекции. В гене 
брутонтирозинкиназы (BTK), ассоциированном 
с патологией, известно более 500 различных ва-
риантов, включающих единичные замены ну-
клеотидов, дефекты сайтов сплайсинга, а также 
короткие делеции и инсерции. В зарубежных ис-
следованиях было отмечено, что некоторые из 
мутаций могут вызывать более высокую степень 
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нарушения гуморального иммунитета и раннюю 
манифестацию заболевания, однако прогнозиро-
вание клинических проявлений в случае конкрет-
ной аномалии гена все еще остается трудным, 
поскольку четкой корреляции генотип-фенотип 
доказать не удалось [11]. 

За последние 5 лет 11 пациентов с дефицитом 
В-клеточного звена были направлены иммуно-
логами Екатеринбурга и Челябинска в лабора-
торию на исследование по поводу Х-сцепленной 
агаммаглобулинемии. Молекулярно-генетиче-
ское подтверждение диагноза получили 7 детей. 
Только одному ребенку диагноз был установлен 
в 6 месяцев, два ребенка были обследованы вра-
чом-иммунологом и диагностированы в 2 года, 
еще 4 – в возрасте 5 лет.

Периодически возникающие в детстве респи-
раторные заболевания, протекающие без ослож-
нений, не настораживали участковых докторов, 
поводом для обращения к узким специалистам 
(гематолог, иммунолог), как правило, служили 
острые клинические проявления заболевания: 
высокая (до 39 °С) температура тела, появление 
афтозных пятен, участков некроза на слизистых, 
развитие гигромы, изменения в анализе крови 
(левый ядерный сдвиг). Выявленные методом 
таргетного секвенирования кодирующей части 
гена варианты, приведшие к развитию агамма-
глобулинемии, включали в себя как делеции (от 
участков в несколько нуклеотидов до протяжен-
ных, включающих целые экзоны), так и миссенс-
нонсенс мутации (табл. 2). Необходимо заметить, 
что 3 варианта из детектированных 7 – совер-
шенно новые, не описанные ранее изменения 
нуклеотидной последовательности гена. Однако 
характер наследования и алгоритмы предсказа-
ния патогенности данных вариантов позволяют 
сделать выводы о их каузативном значении. 

В результате проведенных молекулярно-гене-
тических исследований четырем семьям (4 ма-
тери, 1 тетя, 2 сиблинга) выдано заключение о 
семейном варианте наследования патологии. 
Такая информация дает родителям возможность 
провести комплекс пренатальной диагностики 
X-сцепленного заболевания у плода при следу-
ющей беременности, а сиблингам позволит в 
будущем грамотно подходить к вопросу планиро-
вания собственной семьи и рождению здорового 
потомства.

Дефицит аденозиндезаминазы (АДА) – пер-
вичное иммунодефицитное заболевание с ау-
тосомно-рецессивным типом наследования, 
характеризующееся довольно широкой вариа-
тивностью клинических проявлений ПИД: от 
явных признаков тяжелого комбинированного 
иммунодефицита (ТКИН) до незначительных 
нарушений, случайным образом выявляемых у 
взрослых [10]. Данную гетерогенную группу им-
мунодефицитных состояний формируют гене-
тические изменения последовательности ДНК 
на длинном плече 20 хромосомы 20q12-q13.1 – в 
гене ADA. Такие мутации оказывают влияние на 
экспрессию и функцию фермента аденозиндеза-
миназы, отвечающего за биосинтез нуклеиновых 
кислот и пролиферацию клеток. Выход из строя 
ключевого фермента пуринового обмена при-
водит к накоплению промежуточных продуктов 
(аденозиндифосфата, гуанозинтрифосфата и др.) 
с их повреждающим лимфотоксическим эффек-
том. Клинически это проявляется лимфопенией 
и невозможностью осуществления клеточного и 
гуморального вариантов иммунного ответа. В не-
которых случаях у пациентов с дефицитом АДА 
наблюдаются проявления синдрома Оменна: у 
них развивается лимфоаденопатия, гепатоспле-
номегалия и эритродермия. Кроме этого, могут 
активизироваться аутоиммунные процессы, при-

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ ПАЦИЕНТОВ С XLA

TABLE 2. RESULTS OF THE MOLECULAR GENETIC STUDY OF PATIENTS WITH XLA

№ пациента
Patient No.

Вариант BTK (GRCh38, NM_000061)
Variant of BTK gene

1 c.1767G>T (p.Val535Phe)
2 c.37C>T (p.Arg13Ter)
3 c.1559G>A (p.Arg520Gln)
4 c.1051_1052insA (p.Gln297AlafsTer26)*
5 c.928_929insA (p.Ser310LysfsTer13)*
6 c.64_76del13(delCCTCTAAACTTCA), (p.P22fsTer28)*
7 del 2,3,4,5 ex

Примечание. * – ранее не описанные варианты. 

Note. *, new variants.
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водящие к таким заболеваниям, как гемолити-
ческая анемия, идиопатическая тромбоцитопе-
ния, сахарный диабет, тиреоидит. Реже больные 
с недостаточностью ADA страдают от вовлече-
ния в патологию костно-суставной системы, на-
рушения работы почек, нейросенсорной туго-
ухости, а также когнитивных и поведенческих 
расстройств [10]. Считается, что дефицит АДА 
составляет 20% от всех случаев ТКИН. 

В нашем исследовании мы имеем необычный 
случай дефицита аденозиндезаминазы сразу у 
двух сиблингов в одной семье. Хотя проявления 
первичного иммунодефицита изначально были 
похожи (дакриоцистит, нейтропения, эозино-
филия с рождения), однако тяжесть заболевания 
по-разному сказывалась на братьях. За два пер-
вых года наблюдения нами была исследована 
ДНК пробандов с целью поиска мутаций в генах 
ILR2G, RAG1, SBDS, DCLRE, однако это не при-
вело к ожидаемому результату, причина ухудша-
ющегося иммунодефицитного состояния не была 
определена. Старший ребенок с 5 лет находился 
под постоянным наблюдением гематолога и им-
мунолога. К 6 годам мальчику был поставлен 
диагноз острого лимфобластного лейкоза, в 7 лет 
проведена плановая трансфузия периферических 
стволовых клеток (ПСК) от HLA-идентичного 
неродственного донора. Определение химеризма 
по STR-локусам методом фрагментного анали-
за на 28-й день после трансплантации показала 
полный донорский химеризм. По данным кли-
нического осмотра ребенок был выписан домой 
с положительной динамикой. Однако в течение 
следующего года на фоне течения хронической 
РТПХ и длительной иммуносупрессивной те-
рапии, усилилось поражение кожи и слизистых. 
В возрасте 9 лет тяжелая генерализованная бак-
териально-грибковая инфекция вызвала на-
растание неврологической симптоматики и по-
лиорганную недостаточность, что привело к 
летальному исходу. 

В 2019 году родители обратились в компанию 
Геномед (Москва) для проведения полноэкзом-
ного секвенирования для младшего сиблинга. 
В результате было обнаружено 2 патогенных ва-
рианта в гене ADA, находящихся в гетерозигот-
ном состоянии. Исследование архивного образ-
ца ДНК старшего пробанда и обоих родителей, 
проведенное в нашей лаборатории, подтвердило 
наличие семейных «ошибок» в нуклеотидной по-
следовательности гена ADA. Семья проконсуль-
тирована по поводу возможного использования 
вспомогательных репродуктивных технологий, в 
том числе преимплантационного генетического 
тестирования на данную нозологию с целью рож-
дения здорового ребенка. 

В течение 2017-2019 г. в ЛМД были обследова-
ны дети с микроцефалией, умеренной задержкой 
роста и рецидивирующими инфекциями различ-
ных органов, – характерных признаков другой 
формы первичного иммунодефицита – синдрома 
Ниймеген. Отличительными фенотипическими 
проявлениями данной патологии являются ха-
рактерные дисморфичные черты лица – выдаю-
щаяся средняя часть, покатый лоб, гипоплазия 
нижней челюсти [9]. Главенствующая роль в диа-
гностике синдрома отводится первичному осмо-
тру и тщательному сбору анамнеза, что позволяет 
с большой вероятностью обнаружить макро- и 
микроаномалии развития ребенка и назначить 
генетические исследования на выявление мута-
ции в гене NBS1 и оценку стабильности хромо-
сом. 

В наше исследование вошла группа детей 
(n = 21, 14 мальчиков и 7 девочек) в возрасте от 
21 суток до 12 лет (средний возраст 2,88±1,6 лет) 
с подозрением на синдром Ниймеген. Наличие 
славянской мутации 657del5 в гене NBS1 опреде-
ляли с использованием набора «РеалБест-Гене-
тика NBS1 657del5» (АО «Вектор-Бест»). Мутация 
657del5 в гене NBS1 была обнаружена в гомозигот-
ной форме у новорожденного мальчика, который 
был направлен на данное исследование невро-
логом в 1 месяц. У родителей ребенка выявлено 
гетерозиготное носительство данной мутации 
(657del5/N). Полученные результаты ПЦР прош-
ли подтверждение секвенированием по Сэнгеру 
данного участка ДНК всех членов семьи. Необ-
ходимо признать, однако, что применение набо-
ра реагентов «РеалБест-Генетика NBS1 657del5», 
разработанного и серийно выпускаемого в АО 
«Вектор Бест», затруднено из-за отсутствия РУ и 
было использовано нами исключительно в рам-
ках клинического исследования. Остается наде-
яться, что процесс регистрации данного набора 
не затянется на годы и позволит уже в скором бу-
дущем проводить диагностику синдрома хромо-
сомных поломок (синдрома Ниймеген) у детей 
с настораживающими фенотипическими при-
знаками заболевания на раннем доклиническом 
этапе, что позволит предотвратить развитие у них 
жизнеугрожающих онкологических процессов. 

Известно, что количественная оценка TREC 
и KREC в сухом пятне крови, взятом для нео-
натального скрининга, может иметь диагности-
ческую ценность в анализе некоторых случаев 
младенческой смертности, регистрация которых 
проводится по фенотипическим проявлениям за-
болеваний, что, на наш взгляд, существенно сни-
жает статистическую величину распространения 
патологии врожденных ошибок иммунитета [1]. 
В нашей лаборатории с 2014 года ведется работа 
по ретроспективному исследованию архивных 
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образцов крови детей (n = 147), умерших на пер-
вом году жизни, и специалисты пришли к выво-
ду, что основной причиной летального исхода в 
84 случаях явилось наличие первичного иммуно-
дефицитного состояния. Такое заявление осно-
вывалось на совокупности клинических, гемато-
логических и молекулярно-генетических данных 
(выраженное снижение количества TREC/KREC 
и находки изменений в нуклеотидной последо-
вательности ДНК в генах RAG1, ELANE, BTK и 
микроделеции участка 22-й хромосомы), кото-
рые позволяют ретроспективно верифицировать 
первичную иммунную недостаточность в более 
чем 50% рассматриваемых случаев. 

Заключение
Современные достижения лабораторной диа-

гностики и молекулярной биологии дают воз-
можности быстрого и точного тестирования 
пациентов с клиническими проявлениями им-
мунной недостаточности на врожденные ошиб-
ки иммунитета. Проведенная вовремя точная 

диагностика позволяет в предельно ранние 
сроки начать лечение таких пациентов – вы-
полнить трансплантацию костного мозга в пер-
вые месяцы жизни ребенка или даже провести 
ее внутриутробно с использованием стволовых 
клеток пуповинной крови. В этой связи разви-
тие региональных лабораторий молекулярной 
диагностики, расширение спектра диагности-
руемой ими патологии может поднять на более 
высокий уровень весь алгоритм диагностических 
мероприятий: от пренатального и неонатально-
го скрининга на ТКИН до подготовки пациен-
та к успешному проведению трансплантации и 
дальше, к разработке генной терапии отдельных 
форм ПИД. Молекулярно-генетическая диагно-
стика первичных иммунодефицитов в Свердлов-
ской области только начинает набирать обороты, 
впереди – внедрение новых методов и техноло-
гий, выход на освоение таргетных панелей, а в 
перспективе на полноэкзомное и полногеномное 
исследование методом массового параллельного 
секвенирования. 
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ЭФФЕКТ ТРОМБОЦИТОВ НА ФОРМИРОВАНИЕ 
НЕЙТРОФИЛАМИ ЭКСТРАЦЕЛЛЮЛЯРНЫХ СЕТЕЙ 
У ПАЦИЕНТОВ С СИСТЕМНОЙ КРАСНОЙ ВОЛЧАНКОЙ 
Новикова И.А., Зубкова Ж.В. 
УО «Гомельский государственный медицинский университет», г. Гомель, Республика Беларусь

Резюме. Тромбоциты являются центральным медиатором гемостаза, а также вносят вклад в вос-
паление и иммунные реакции организма. Известно, что тромбоциты оказывают непосредственное 
влияние на процесс формирования нейтрофилами экстрацеллюлярных сетей. При этом у пациен-
тов с системной красной волчанкой наблюдаются разнонаправленные нарушения в функциональной 
активности тромбоцитов и нейтрофилов. Изменения в воспалительных и тромботических событиях 
могут рассматриваться предикторами неблагоприятного течения при системной патологии. Целью 
исследования являлась оценка возможной роли тромбоцитов в поддержании повышенной нетоти-
ческой активности нейтрофилов у пациентов с системной красной волчанкой. Материалом для ис-
следования служили тромбоциты и лейкоциты крови 29 пациентов с системной красной волчанкой. 
Исследовали влияние тромбоцитов in vitro на формирование аутологичными нейтрофилами экстра-
целлюлярных сетей в условиях сокультивирования в течение 30 минут (витальный нетоз) и 150 минут 
(суицидальный нетоз), а также взаимосвязь между содержанием тромбоцитов в крови пациентов, их 
активностью и количеством сетей. Установлено, что выраженность и направление эффекта тромбо-
цитов на нетоз в культурах in vitro зависит от степени активности заболевания: при 1-й степени актив-
ности эффект тромбоцитов не отличается от здоровых лиц (интактные тромбоциты подавляют нетоз 
(р = 0,002), а индуцированные АДФ – эффекта не оказывают); при 2-й степени активности как ин-
тактные, так и активированные тромбоциты повышают нетотическую активность (р = 0,03 и р = 0,04 
для интактных и активированных тромбоцитов соответственно); при 3-й степени активности заболе-
вания тромбоциты не влияют на формирование NETs. У пациентов с системной красной волчанкой 
выявлена гиперактивация тромбоцитов, наиболее ярко выраженная при второй степени активности 
заболевания. Однако значимых взаимосвязей между количеством тромбоцитов в организме пациен-
тов, их функциональной активностью (по результатам теста агрегации с АДФ) и показателями нетоза 
не выявлено. В то же время количество нейтрофильных сетей в кровотоке зависело от концентрации 
С-реактивного белка (r = 0,58; р = 0,02), титра аутоантител (anti-SS-A и anti-SS-B) (r = 0,66; р = 0,04 
и r = 0,76; р = 0,02 соответственно), ревматоидного фактора (r = 0,73; р = 0,007) и циркулирующих 
иммунных комплексов (r = 0,68; р = 0,02). Полученные результаты указывают, что тромбоцитарно-
нейтрофильные взаимодействия не являются ведущей причиной повышения количества NETs при 
СКВ, значительно больший вклад вносят растворимые факторы аутоагрессии. 

Ключевые слова: тромбоциты, агрегация тромбоцитов, нейтрофильные внеклеточные ловушки, нейтрофилы, нетоз, 
системная красная волчанка
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EFFECTS OF PLATELETS ON EXTRACELLULAR TRAPS 
OF NEUTROPHILS IN PATIENTS WITH SYSTEMIC LUPUS 
ERYTHEMATOSUS
Novikova I.A., Zubkova Zh.V.
Gomel State Medical University, Gomel, Republic of Belarus

Abstract. Platelets are central participants in hemostasis, and also contribute to the host inflammatory and 
immune responses. Platelets are known to have a direct effect on the formation of neutrophil extracellular 
traps. Moreover, the patients with systemic lupus erythematosus exhibit multidirectional disturbances in 
the functional activity of platelets and neutrophils. Changes in inflammatory and thrombotic events can be 
considered predictors for adverse clinical course in systemic pathology. The aim of present study was to evaluate 
the possible role of platelets in maintaining increased netosis in patients with systemic lupus erythematosus. 
Blood platelets and white blood cells from 29 patients with systemic lupus erythematosus (SLE) were subject to 
the study. We have registered the in vitro effects of platelets upon formation of extracellular traps by autologous 
neutrophils under the conditions of co-cultivation for 30 minutes (vital NETosis) and 150 minutes (suicidal 
NETosis), as well as the relationships between the platelet counts, their activity and the number of NETs 
observed. It was found that the severity and direction of the platelets effect upon NETosis in vitro cultures 
depends on the degree of activity of disease: in the 1st degree of SLE, the effect of platelets did not differ 
from healthy individuals, i.e., intact platelets suppress NETosis (p = 0.002), whereas ADP-induced patelets 
did not exert any effect); at the 2nd degree of activity, both intact and activated platelets increase NETotic 
activity (p = 0.03 and p = 0.04 for intact and activated platelets, respectively). In the patients with 3rd degree 
of the disease activity, platelets did not affect formation of NETs. Hyperactivation of platelets was detected 
in SLE patients, mostly pronounced in the cases with 2nd degree of activity. However, we have not revealed 
any significant relationships between the count of platelets, their functional activity (according to results of 
ADP-test aggregation), and the indexes of NETosis. At the same time, the counts of neutrophil extracellular 
traps in bloodstream depended on the concentration of C-reactive protein (r = 0.58; p = 0.02), the titer of 
autoantibodies (anti-SS-A and anti-SS-B) (r = 0.66; p = 0.04 and r = 0.76; p = 0.02, respectively), rheumatoid 
factor (r = 0.73; p  =  0.007) and circulating immune complexes (r = 0.68; p = 0.02). The obtained results 
indicate that the platelet/neutrophil interactions are not the leading cause for increased NETs numbers in SLE, 
compared to significantly higher effects of soluble autoagressive factors.

Keywords: platelets, aggregation, neutrophils, extracellular traps, netosis, systemic lupus erythematosus

Введение
В настоящее время доказана ведущая роль 

различных нарушений иммунной системы в раз-
витии и прогрессировании СКВ. Одним из важ-
нейших механизмов множественного поражения 
тканей и органов при данном заболевании явля-
ется индуцированное иммунными комплексами 
повреждение эндотелия сосудов, что приводит 
к активации тромбоцитов, их агрегации, разви-
тию васкулитов и, как следствие, нарушениям в 
системе микроциркуляции [5]. Эти процессы ре-
ализуются с участием нейтрофилов, выраженная 
дисфункция которых при СКВ продемонстриро-
вана рядом авторов [4]. 

Известно, что одна из функций нейтрофи-
лов – способность к образованию внеклеточных 
сетей (NETs) повышена у пациентов с СКВ, при-
чем степень повышения сопряжена с менее бла-
гоприятным течением заболевания [7]. В то же 
время описана способность тромбоцитов повы-

шать интенсивность нетоза посредством высво-
бождения широкого спектра биологически ак-
тивных веществ (RANTES, PF4, HMGB1 и др.), 
а также за счет прямых контактных взаимодей-
ствий с нейтрофилами через TLR4, либо CD18 ↔ 
GPIb рецепторы [3]. Активация процесса форми-
рования NETs создает предпосылки для развития 
неблагоприятных протромботических и провос-
палительных событий в сосудистом русле и мо-
жет рассматриваться как возможный предик тор 
развития осложнений при системных заболева-
ниях соединительной ткани.

Цель исследования – оценить возможную роль 
тромбоцитов в поддержании повышенной нето-
тической активности нейтрофилов у пациентов с 
СКВ.

Материалы и методы
В исследование включены 29 пациентов с 

системной красной волчанкой (28 женщин и 
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1 мужчина) в возрасте от 23 до 53 лет. Диагноз 
был установлен на основании классификаци-
онных диагностических критериев (ACR, 1997). 
Длительность анамнеза варьировала от 3 меся-
цев до 25 лет. Клиническая активность оценива-
лась в баллах по индексам SLEDAI2K (Systemic 
Lupus Erythematosus Disease Activity Index, 1992). 
Минимальная степень активности определена у 
12 (41%), умеренная – у 10 (34%) и высокая – у 
7 (25%) обследуемых. Всем пациентам проводи-
лось комплексное лабораторное обследование, 
включающее общеклинические, биохимические 
и специальные иммунологические тесты (анти-
тела к ядру, ДНК, рибонуклеопротеинам, рев-
матоидный фактор, циркулирующие иммунные 
комплексы и др.). 

Контрольную группу составили 50 клиниче-
ски здоровых доноров сопоставимых по полу и 
возрасту, которые на момент исследования не 
имели клинико-лабораторных признаков тяже-
лой сопутствующей патологии. 

Образование NETs лейкоцитами исследова-
лось по методу И.И. Долгушина и соавт. в нашей 
модификации [1]. Лейкоциты получали путем от-
стаивания гепаринизированной венозной крови 
(10 Ед/мл) в течение 45 минут при 37 °С. Готовили 
рабочую суспензию лейкоцитов, доводя до кон-
центрации 5  ×  106 клеток/мл путем разведения 
необходимым количеством фосфатно-солево-
го бу фера (рН = 7,4).

Изучение влияния тромбоцитов на NET-
образование осуществляли в аутологичных сме-
шанных культурах, которые готовили следующим 
образом: лейкоцитарную суспензию смешивали 
с равным объемом обогащенной тромбоцитами 
плазмы (ОТП) с концентрацией тромбоцитов 
200  ×  109 кл/л (LE + ОТП). Оптимальная кон-
центрация тромбоцитов подбиралась заранее 
в смешанных культурах с использованием кле-
ток периферической крови здоровых лиц [2]. 
В ряде исследований использованы тромбо-
циты, активированные АДФ (2,5 мкг/мл рас-
твор) (LE + ОТП/АДФ). Контролем служила 
лейкоцитарная суспензия, смешанная с равным 
объемом бедной тромбоцитами плазмы (БТП) 
(LE + БТП). Подготовленные культуры инкуби-
ровали в течение 30 или 150 минут при 37 °С. Да-
лее изготавливали мазки, окрашивали по Рома-
новскому–Гимзе и микроскопировали. Подсчет 
NET осуществляли на 200 сосчитанных нейтро-
филов, результат выражали в процентах.

Агрегационные свойства тромбоцитов оцени-
вали турбидиметрическим методом с помощью 
фотооптического агрегометра «СОЛАР» АР2110. 
В качестве индукторов агрегации тромбоци-
тов использовали раствор АДФ в концентрации 
2,5 мкг/мл. Определяли следующие показатели: 

Рисунок 1. Эффект активированных тромбоцитов на 
параметры NET-образования у здоровых лиц (n = 50)
Примечание. Данные представлены в виде Ме (Q0,25-Q0,75);  
* – различия значимы (р < 0,05) в сравнении с тестом 
LE + ОТП; ** – различия значимы (р < 0,05) в сравнении 
с тестом LE + БТП.
Figure 1. Effect of activated platelets on the parameters of NET-
education in healthy individuals (n = 50)
Note. Data are presented in the form of Me (Q0.25-Q0.75); *, the 
differences are significant (p < 0.05) in comparison with the LE + PRP 
test; **, the differences are significant (p < 0.05) in comparison with the 
LE + PPP test.

максимальная степень агрегации (%), время, со-
ответствующее максимальной степени агрегации 
(с), скорость агрегации за первые 60 секунд после 
добавления индуктора (%/мин).

Статистический анализ проводился при по-
мощи пакета прикладных программ Statistica 6.0 
(StatSoft Inc., США) с использованием непараме-
трических методов: критерий U Манна–Уитни, 
корреляционный анализ Спирмена. Результат 
выражали в виде медианы (Ме) и интерквартиль-
ного интервала (Q0,25-Q0,75). Различия считали 
значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты
Ранее нами была описана способность интакт-

ных аутологичных тромбоцитов оказывать угне-
тающее действие на образование нейтрофилами 
экстрацеллюлярных сетей в культурах in vitro у 
здоровых лиц и пациентов с СКВ [2]. В связи с 
этим мы проанализировали эффект активиро-
ванных тромбоцитов на данный процесс (рис. 1).

Как видно из рисунка 1, в аутологичных куль-
турах, инкубированных в течение 30 минут, не-
активированные тромбоциты подавляли нетоз 
(LE + ОТП vs LE + БТП р = 0,004), тогда как ак-
тивированные АДФ тромбоциты эффекта не ока-
зывали (LE + ОТП/АДФ vs LE + БТП р > 0,05, но 
LE + ОТП/АДФ vs LE + ОТП р = 0,02). В 150-ми-
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нутных культурах влияние тромбоцитов на нетоз 
вовсе не выявлялось. 

Известно, что процессы нетоза могут реали-
зоваться с участием различных механизмов, как 
зависимых от активных форм кислорода (через 
активацию NADPH-оксидазы, «суицидальный» 
нетоз), так и независимым (так называемый 
NADPH-независимый, «витальный» нетоз). По-
следний происходит в течение короткого проме-
жутка времени (5-60 минут) [8]. Это дает основа-
ние считать, что наши результаты демонстрируют 
эффект тромбоцитов прежде всего на витальный 
нетоз (культуры, инкубированные в течение 30 
минут). 

Учитывая возможность влияния присутствую-
щего в культуральной среде стимулятора (АДФ) 
на процессы нетоза, мы провели контрольные 
исследования. Для этого подготовленную, как 
описано выше, лейкоцитарную суспензию сме-
шивали с равными объемами питательной сре-
ды RPMI-1640 и раствором индуктора агрегации 
тромбоцитов АДФ (2,5 мкг/мл). В качестве кон-
троля использовали тест-культуру в среде. При 
этом различий по количеству NETs в сравнивае-

мых культурах не обнаруживалось, что свидетель-
ствует об отсутствии непосредственного влияния 
индуктора тромбоцитов (АДФ) на нетоз.

Таким образом, у здоровых лиц активация 
тромбоцитов отменяет их угнетающий эффект 
на кислород-независимый нетоз в аутологичных 
культурах in vitro. 

У пациентов с СКВ эффект тромбоцитов на 
образование NETs был сходным, но отмечалась 
выраженная вариабельность показателей, что по-
служило основанием для раздельной его оценки в 
зависимости от активности заболевания (табл. 1).

Выявлено, что эффект тромбоцитов, сходный 
с наблюдаемым в контрольной группе, отмечался 
у пациентов с первой степенью активности забо-
левания: интактные тромбоциты подавляли не-
тоз (LE + ОТП vs LE + БТП р = 0,002 и р = 0,002 
для 30 минут и 150 минут соответственно), тог-
да как при активации тромбоцитов эффект от-
менялся (LE + ОТП/АДФ vs LE + БТП р > 0,05, 
но LE + ОТП/АДФ vs LE + ОТП р = 0,03 и 
р = 0,007). У пациентов со второй степенью ак-
тивности тромбоциты оказывали не угнетающее, 
а, напротив, стимулирующее влияние на нетоз. 

ТАБЛИЦА 1. ЭФФЕКТ ТРОМБОЦИТОВ IN VITRO НА ОБРАЗОВАНИЕ NETs У ПАЦИЕНТОВ С СКВ, В ЗАВИСИМОСТИ ОТ 
СТЕПЕНИ АКТИВНОСТИ ЗАБОЛЕВАНИЯ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. EFFECT OF PLATELETS IN VITRO ON THE FORMATION OF NETs IN PATIENTS WITH SLE, DEPENDING ON THE 
DISEASE ACTIVITY, Ме (Q0.25-Q0.75)

Степень активности
Disease activity

Тест-культура
Test culture

1 
(n = 12)

2 
(n = 10)

3 
(n = 7)

Длительность культивирования 30 минут
Time of cultivation 30 minutes

LE + ОТП 
LE + PRP 2 (1-3)** 8 (3-9) 6 (3-7)

LE + ОТП/АДФ 
LE + PRP/ADP 6,5 (3,5-7,5)* 9 (6-11)** 5 (2-5)**

LE + БТП 
LE + PPP 5,5 (5,0-7,5) 6,5 (5-8) 7 (6-8)

Длительность культивирования 150 минут
Time of cultivation 150 minutes

LE + ОТП 
LE + PRP 4 (4,0-4,5)** 12 (11-16)** 8 (6-10)

LE + ОТП/АДФ 
LE + PRP/ADP 9 (6,0-9,5)* 16 (8-18)** 10 (7-10)

LE + БТП 
LE + PPP 7,7 (6,5-9,0) 9 (6;10) 10 (8-12)

Примечание. * – различия значимы (р < 0,05) в сравнении с тестом LE + ОТП; ** – различия значимы (р < 0,05) 
в сравнении с тестом LE + БТП. 

Note. *, differences are significant (p < 0.05) in comparison with the LE + PRP test; **, differences are significant (p < 0.05) 
in comparison with the LE + PPP test.
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NADPH-зависимый механизм NET-образования 
активировали как интактные, так и стимулиро-
ванные АДФ тромбоциты (р = 0,03 и р = 0,04 со-
ответственно), а на NADPH-независимый про-
цесс оказывали эффект только активированные 
тромбоциты (р = 0,04). У пациентов с третьей 
степенью активности тромбоциты в аутологич-
ной культуре не влияли на нетоз. Таким образом, 
выраженность и направление эффекта тромбо-
цитов на формирование нейтрофилами экстра-
целлюлярных сетей в культурах in vitro зависело 
от степени активности СКВ. Это может быть об-
условлено различиями в исходной степени акти-
вации тромбоцитов на уровне организма. Анализ 
агрегатограмм больных СКВ продемонстрировал 
выраженную гиперактивацию тромбоцитов у 
всех пациентов по сравнению со здоровыми ли-
цами (табл. 2).

При этом максимальное повышение показа-
телей агрегации отмечалось у пациентов со вто-
рой степенью активности заболевания (р = 0,005 
и р = 0,013 соответственно). Как указывалось 
выше, именно в этой подгруппе пациентов на-
блюдались стимулирующие эффекты тромбо-
цитов на нетоз в тесте in vitro. Однако статисти-
чески значимых корреляций между степенью 
активности тромбоцитов и их влиянием на нетоз 
в культуре in vitro выявить не удалось. Не было 
также выявлено сопряженности между количе-

ством тромбоцитов в периферической крови, их 
функциональной активностью, степенью тром-
боцитопении – с одной стороны и количеством 
NETs – с другой. Исходя из этого, мы предпо-
ложили, что тромбоцитарно-нейтрофильные 
взаимодействия не играют ведущей роли в повы-
шения NETs в организме пациентов с СКВ. По-
видимому, более существенным является вклад 
различных растворимых медиаторов, в изобилии 
присутствующих в крови больных (факторы вос-
паления, аутоантитела и другие) и являющихся 
триггерами нетоза [7]. Известно, что стимулято-
ром нетоза может являться С-реактивный белок 
(СРБ) [6]. У наших пациентов также обнаружи-
валась взаимосвязь между показателями нетоза и 
концентрацией СРБ (r = 0,51; р = 0,03 и r = 0,58; 
р = 0,02 для суицидального и витального нето-
за соответственно). Кроме того, были выявлены 
корреляции между титрами anti-SS-A, anti-SS-B 
и количеством NETs (r = 0,66; р = 0,04 и r = 0,76; 
р = 0,02 соответственно), а также содержанием 
циркулирующих иммунных комплексов в плазме 
и активностью нетоза (ЦИК ↔ NETs , r = 0,68; 
р = 0,02). У 16 (55%) больных в крови присутство-
вал ревматоидный фактор (РФ), концентрация 
которого оказалась взаимосвязанной с нетоти-
ческой активностью нейтрофилов (РФ ↔ NETs, 
r = 0,73; р = 0,007). 

ТАБЛИЦА 2. АГРЕГАЦИОННЫЕ СВОЙСТВА ТРОМБОЦИТОВ В ТЕСТЕ С АДФ У ПАЦИЕНТОВ С СКВ ПРИ РАЗНОЙ 
СТЕПЕНИ АКТИВНОСТИ ЗАБОЛЕВАНИЯ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. AGGREGATION PROPERTIES OF PLATELETS IN THE TEST WITH ADP IN PATIENTS WITH SLE WITH DIFFERENT 
ACTIVITY OF THE DISEASE, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели агрегации
Aggregation

indicators

Группа
обследуемых
Test group

Максимальная степень 
агрегации, %

Maximum degree of 
aggregation, %

Время агрегации, с
Aggregation time, s

Скорость агрегации,  
%/мин

Aggregation rate, %/min

СКВ 1 ст. акт. 
SLE 1 degree of activity
(n = 12)

56,1 (46,4-68,6) 353,5 (271,5-475,5)* 39,6 (23,9-72,6)

СКВ 2 ст. акт. 
SLE 2 degree of activity
(n = 10)

91,2 (63,4-98,4)* 530,0 (480,0-555,0)* 58,3 (36,8-61,1)

СКВ 3 ст. акт. 
SLE 3 degree of activity
(n = 7)

66,3 (53,4-93,5)* 495,5 (340,0-577,0)* 53,7 (38,4-80,0)

Контроль
Control group
(n = 50)

39,8 (32,8-63,7) 148,5 (72-239) 52,2 (37,2-60,4)

Примечание. * – различия значимы (р < 0,05) в сравнении с контрольными показателями (здоровые лица).

Note. *, the differences are significant (p < 0.05) in comparison with the control indicators (healthy faces).
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Таким образом, индукция NET-образования 
при СКВ происходит под воздействием множе-
ства факторов. Наши исследования продемон-
стрировали, что тромбоцитарно-нейтрофильные 
взаимодействия не являются ведущей причиной 
повышения количества NETs при СКВ. Основная 
роль в инициации нетоза при данной патологии, 
по-видимому, принадлежит другим активаторам.

Выводы
1. У здоровых лиц тромбоциты в культу-

ре in vitro снижают способность аутологичных 
лейкоцитов к NADPH-независимому нето-
зу (р = 0,004). Активация тромбоцитов АДФ 
(2,5 мкг/мл) отменяет их влияние на образование 
внеклеточных сетей.

2. У пациентов с СКВ выраженность и направ-
ление эффекта тромбоцитов на нетоз в культурах 
in vitro зависит от степени активности заболева-
ния: при 1-й степени активности эффект тромбо-
цитов не отличается от здоровых лиц (интактные 

тромбоциты подавляют нетоз (р = 0,002), ин-
дуцированные АДФ – эффекта не оказывают); 
при 2-й степени активности как интактные, так 
и активированные тромбоциты повышают не-
тотическую активность (р = 0,03 и р = 0,04 для 
интактных и активированных тромбоцитов соот-
ветственно); при 3-й степени активности тром-
боциты не влияют на формирование NETs.

3. Значимой сопряженности между количе-
ством тромбоцитов, их функциональной актив-
ностью (по результатам теста агрегации с АДФ) 
и показателями нетоза у пациентов с СКВ не вы-
явлено. 

4. Количество NETs в крови пациентов пря-
мо коррелирует с титром аутоантител к рибону-
клеопротеинам (anti-SS-A и anti-SS-B) (r = 0,66; 
р = 0,04 и r = 0,76; р = 0,02 соответственно), 
концентрацией С-реактивного белка (r = 0,58; 
р = 0,02), ревматоидного фактора (r = 0,73; 
р = 0,007) и циркулирующих иммунных комплек-
сов (r = 0,68; р = 0,02).
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АНТИТЕЛА К КАТАЛАЗЕ У БОЛЬНЫХ СИСТЕМНОЙ 
СКЛЕРОДЕРМИЕЙ КАК ДИАГНОСТИЧЕСКИЙ И 
ПРОГНОСТИЧЕСКИЙ МАРКЕР ЭТОГО ЗАБОЛЕВАНИЯ
Емельянова О.И., Гонтарь И.П., Русанова О.А., Зборовская И.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной ревматологии имени 
А.Б. Зборовского», г. Волгоград, Россия

Резюме. Цель исследования – изучение роли антител к каталазе в патогенезе, диагностике, про-
гнозе при склеродермическом процессе. Было обследовано 30 практически здоровых лиц, 38 больных 
системной склеродермией. Данные больные давали информированное согласие на участие в обследо-
вании, которое проводилось в соответствии с принципами Хельсинкской декларации Международ-
ной медицинской ассоциации пересмотра 2013 года (ACR/ EULAR). Донорам и больным исследовали 
кровь на наличие антител к каталазе иммуноферментным методом с использованием магнитосорбен-
тов при поступлении в стационар и перед выпиской. 

Было обнаружено, что у больных системной склеродермией наблюдается снижение оксидазной 
активности каталазы, а также повышение уровня антител к ней по сравнению с контрольной груп-
пой. Обнаружена статистически значимая закономерность зависимости концентрации иммуногло-
булинов к каталазе от активности и характера течения основного заболевания. Для оценки актив-
ности патологического процесса при системной склеродермии применена комплексная оценка двух 
показателей: ферментативной активности и содержания антител к ней. Определено, что аутоантитела 
к каталазе чаще выявляются у больных системной склеродермией с высокой активностью болезни, 
подостром и острым течением заболевания, а также при вовлечении в патологический процесс лег-
ких, кожи, почек, суставов, нервной системы, что убедительно подтвердил корреляционный анализ. 
Особенно важно, что антитела к каталазе определяются на ранних начальных стадиях развития скле-
родермического процесса и имеют особенное диагностическое значение, а их динамика может лечь в 
основу оценки эффективности проводимой терапии.

Изменение биохимической активности каталазы, увеличение титра антител к ней, являются до-
полнительными критериями диагностики системной склеродермии. Мониторинг этих показателей 
в условиях стационара способствует оценке эффективности и возможной коррекции терапии, что 
подтверждает включение в комплекс лечения экстракорпоральных методов лечения, таких как плаз-
маферез, а исследование в системе биохимической активности каталазы и антителообразования к 
ней развивают наши знания о развитии склеродермического процесса и ставят перед нами новые на-
правления в этих исследованиях.

Ключевые слова: каталаза, системная склеродермия, антитела, магнитосорбенты, диагностика, активность
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СATALASE ANTIBODIES IN PATIENTS WITH SYSTEMIC 
SCLERODERMA AS A DIAGNOSTIC AND PROGNOSTIC 
MARKER OF THE DISEASE
Emelyanova O.I., Gontar I.P., Rusanova O.A., Zborovskaya I.A.
A. Zborovsky Research Institute for Clinical and Experimental Rheumatology, Volgograd, Russian Federation

Abstract. The study covered 30 apparently healthy individuals and 38 patients with systemic scleroderma. 
The patients gave their consent to participate in the study in accordance with the World Medical Association 
Declaration of Helsinki in the current (2013) version (ACR/EULAR). The donors and patients had their 
blood tested for catalase antibodies with immunoenzyme assay and using magnetic sorbents upon hospital 
admission and before discharge. It was found that the patients with systemic scleroderma had a reduced 
oxidase activity of catalase as well as elevated catalase antibodies, compared with the controls. We revealed a 
statistically significant regularity that the concentration of catalase immunoglobulins is associated with activity 
and course of the disease. To assess the activity of systemic scleroderma we performed a complex evaluation of 
two parameters: enzymatic activity and catalase antibody levels. It was established that catalase autoantibodies 
are mostly revealed in patients with high-activity scleroderma, subacute and acute course of the disease, and 
when the lungs, skin, kidneys, joints and nervous system were involved, which was conclusively confirmed by 
a correlation analysis. It is especially important that catalase antibodies should be revealed at early stage of the 
disease development; they are of especial diagnostic importance, and their changes over time may form the 
basis for assessing efficiency of administered therapy. The changes in biochemical activity of catalase, elevated 
antibody titers provide additional criteria of diagnosis in systemic scleroderma. Monitoring of these parameters 
in hospital settings helps to evaluate the effectiveness of administered therapy and adjust its correction, 
which is confirmed by inclusion of such extracorporal techniques as plasma separation into the combined 
treatment schedules. Studying biochemical activity of catalase and formation of catalase antibodies expands 
our understanding of scleroderma development and opens new avenues for research.

Keywords: catalase, systemic scleroderma, antibodies, magnetocontrollable sorbents, diagnostics, activity

Хроническое аутоиммунное заболевание с 
прогрессирующим течением, включающее мно-
гофакторные этиологические причины, сопрово-
ждающиеся склеротическими изменениями вну-
тренних органов и систем, вазоспастическими 
микроциркуляторными нарушениями по типу 
синдрома Рейно, – является системной склеро-
дермией [1, 2]. 

Свободнорадикальному окислению в раз-
витии склеродермического процесса уделяется 
неослабевающее внимание, сопровождающееся 
активацией метаболизма клеток, выходом значи-
тельтного количества активных форм кислорода 
(АКФ), стимулирующего хемотаксис нейтрофи-
лов, процесса фагоцитоза, что может губительно 
воздействовать на макромолекулы, органеллы 
клетки, инициируя процессы перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ), приводя к каскадному 
повреждению клеток с выходом лизосомальных 
ферментов, изменению структурных белков, гли-
копротеидов и в целом соединительной ткани. 
Тормозящим моментом этого лавинообразно-
го патологического процесса является система 
антиокислительной защиты. Важным звеном 
обмена веществ, участвующих в нормализации 

концентрации АФК, является каталаза (КАТ), 
разлагающая перекись водорода на воду и моле-
кулярный кислород. Аутоиммунные сдвиги при 
ССД, наличие антигенных детерминант энзимов, 
в том числе и каталазы, может происходить как в 
результате участия ее в дезактивации АФК, так в 
индукции антител к ней [3, 4, 5]. 

Цель исследования – изучение роли антител к 
каталазе в патогенезе, диагностике, прогнозе при 
склеродермическом процессе. 

Материалы и методы
Было обследовано 30 практически здоровых 

лиц, 38 больных системной склеродермией. Дан-
ные больные давали информированное согласие 
на участие в обследовании, которое проводилось 
в соответствии с принципами Хельсинкской де-
кларации Международной медицинской ассо-
циации пересмотра 2013 года (ACR/EULAR). 
В исследование включали пациентов старше 
18 лет с наличием информированного согласия 
и подтвержденным диагнозом ССД. Не были 
использованы больные с сопутствующими за-
болеваниями, требовавшими дополнительно-
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го лечения (сахарным диабетом 1-го или 2-го 
типа, ХСН III и IV ФК, хронической почечной 
недостаточностью в терминальной стадии, ды-
хательной недостаточностью 2-й и 3-й степени, 
злокачественными опухолями, вирусными гепа-
титами и ВИЧ-инфекцией, алкоголизмом и пси-
хическими расстройствами), а также беременных 
женщин. Донорам и больным исследовали кровь 
на наличие антител к каталазе иммунофермент-
ным методом с использованием магнитосорбен-
тов при поступлении в стационар и перед выпи-
ской [6, 7]. Полученные результаты оценивали в 
единицах оптической плотности (е. о. п.) и счи-
тали положительными при превышении величин 
экстинкции, найденных для здоровых лиц, более 
чем на 2σ. Исходным антигеном явился коммер-
ческий препарат КАТ производства НПО «РЕА-
ХИМ» с активностью 380 Ед/мг. В исследованиях 
применяли раствор с разведением 200 мкг/мл по 
белку. Для получения иммобилизированной фор-
мы КАТ использовали раствор с концентрацией 
1,4 мг/мл по белку [8]. 

Статистическая обработка данных прово-
дилась с применением программного пакета 
Statistica 6,0 for Windows. Выборочные характе-
ристики выражались как среднее значение (М) 
и стандартное отклонение (SD). Связь между 
количественными признаками определяли ме-
тодом корреляционного анализа (учитывали ко-
эффициент корреляции r достоверность корре-
ляции p). Значимыми считали показатели при 
уровне p < 0,05.

Результаты
Цифровое выражение средней концентрации 

антител к каталазе у доноров, по данным им-
муноферментного анализа, составила 0,0696± 
0,021 е. о. п. Определив среднее количество АТ к 

КАТ контроля, вычислили уровень нормальных 
показателей оптической плотности, определяе-
мый как М ç SD. Поэтому значения оптической 
плотности 0,115 е. о. п. в ELISA-тесте были при-
няты за границу нормы, показатели, превыша-
ющие эти значения, считались положительны-
ми по антителам к каталазе. Среднее значение 
ферментативной активности каталазы составило 
24,63±3,63 мкКАТ/мл.

При изучении в целом группы больных ССД 
отмечено достоверное снижение энзиматиче-
ской активности фермента, но и увеличение со-
держания АТ к КАТ по сравнению с донорами 
(p < 0,001). Уменьшение биохимической активно-
сти каталазы может быть связано с образованием 
специфических антител к энзиму. Их угнетающее 
воздействие реализуется путем изменения стере-
ометрии молекулы фермента и непосредствен-
ной блокадой ее активных центров, реализующее 
ее основной биохимический механизм окисле-
ния свободных радикалов. Поэтому при ауто-
иммунных заболеваниях даже незначительное 
повышение синтеза фермента не может компен-
сировать эту функциональную недостаточность. 
Взаимодействие энзима с АФК и продуктами 
свободнорадикальных процессов, возможно, из-
меняет конформационное строение молекулы 
фермента, что приводит к экспрессии скрытых 
антигенных этиотопов каталазы, и она приоб-
ретает свойства аутоантигена. Анализ количества 
антител к каталазе показал тесную взаимосвязь с 
активностью системной склеродермии. Умерен-
ная и высокая активность превышала значения 
у больных с низкой активностью заболевания, 
и она была достоверно выше значений доноров 
(р < 0,001) (табл. 1). Тенденция к росту количе-
ства аутоантител у больных с повышением актив-
ности склеродермического процесса обуславли-

ТАБЛИЦА 1. АКТИВНОСТЬ КАТАЛАЗЫ И АНТИТЕЛА К КАТАЛАЗЕ У БОЛЬНЫХ ССД В ЗАВИСИМОСТИ 
ОТ АКТИВНОСТИ ПАТОЛОГИЧЕСКОГО ПРОЦЕССА, M (SD)

TABLE 1. CATALASE ACTIVITY AND CATALASE ANTIBODIES IN PATIENTS WITH SYSTEMIC SCLERODERMA DEPENDING 
ON DISEASE ACTIVITY, M (SD)

Группа
Group n Активность КАТ, Ед/мл

Catalase activity, U/ml 

АТ к КАТ, е. о. п.
Catalase antibodies, 

absorbance units
Здоровые доноры
Healthy donors 30 23,59 (3,55) 0,069 (0,021)

Больные ССД, I степень активности
Patients with systemic scleroderma, 
disease activity degree I

2 25,76 (2,68) 0,052 (0,021)

II степень активности
Disease activity degree II 27 21,06 (4,25) 0,146 (0,084)

III степень активности
Disease activity degree III 9 18,22 (5,7) 0,162 (0,063)
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ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИТЕЛ К КАТАЛАЗЕ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ АКТИВНОСТИ ССД

TABLE 2. DETECTION RATE OF CATALASE ANTIBODIES DEPENDING ON SYSTEMIC SCLERODERMA ACTIVITY

Активность ССД
Systemic scleroderma activity

АТ к КАТ не обнаружены
No catalase antibodies

АТ к КАТ обнаружены
Catalase antibodies present

I степень активности
Disease activity degree I 2 0

II степень активности
Disease activity degree II 7 20

III степень активности
Disease activity degree III 1 8

ТАБЛИЦА 3. АКТИВНОСТЬ КАТАЛАЗЫ И АНТИТЕЛА К КАТАЛАЗЕ У БОЛЬНЫХ ССД В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ТЕЧЕНИЯ 
ЗАБОЛЕВАНИЯ, M (SD)

TABLE 3. CATALASE ACTIVITY AND CATALASE ANTIBODIES IN PATIENTS WITH SYSTEMIC SCLERODERMA DEPENDING  
ON THE COURSE OF DISEASE, M (SD)

Показатель
Index

Острое течение
M (SD)
Acute 
(n = 2)

Подострое течение
Subacute 
M (SD)
(n = 25)

Хроническое 
течение
Chronic 
M (SD)
(n = 11)

p

Активность КАТ, 
мк/мл
Catalase activity, 
μkat/ml

19,59
(3,55)

20,41
(4,86)

20,53
(6,13) 0,974

Уровень антител к 
КАТ, е. о. п.
Catalase antibodies, 
absorbance units

0,198
(0,018)

0,158
(0,076)

0,112
(0,078) 0,352

вало минимальную и умеренно-максимальную 
степень активности заболевания (р < 0,001). Низ-
кая активность ССД не синтезировала антитела, 
в то время как у больных с умеренной и высокой 
активности они определялись (табл. 2).

Перед выпиской из стационара у больных 
ССД на фоне улучшения общих клинико-лабо-
раторных показателей отмечалось повышение 
активности исследуемого фермента. Это связано 
со снижением активности склеродермического 
процесса на фоне проводимой иммуносупрес-
сивной терапии, при этом уменьшалось и коли-
чество специфических аутоантител.

У больных ССД с хроническим течением при 
поступлении в стационар отмечается повышение 
изучаемых показателей по сравнению с донора-
ми. В процессе лечения уровень АТ несколько 
снизился, и при выписке в данной группе боль-
ных наблюдалась тенденция к падению уровня 
АТ к каталазе (р > 0,1). У больных с подострым и 
острым течением заболевания при поступлении в 
стационар уровень специфических АТ значитель-
но превосходил показатели доноров (р < 0,001) и 
больных с хроническим вариантом течения ССД 

(р < 0,05) (табл. 3). Динамическое исследование 
показателей содержания АТ к КАТ в крови боль-
ных склеродермическим процессом позволило 
установить, что к концу пребывания пациентов 
в стационаре происходило достоверное их сни-
жение (р < 0,05). При изучении вида проводимой 
терапии на содержание антител к каталазе в сы-
воротке крови больных ССД было выявлено, что 
наиболее выраженный эффект лечения наблю-
дался у больных с применением плазмафереза в 
сочетании с преднизолоном и иммунодепрессан-
тами, отмечалась отчетливая тенденция к умень-
шению количества антител к КАТ (р < 0,05) и 
перед выпиской из стационара содержание анти-
тел к КАТ было на уровне показателей границы 
нормы (табл. 4).

Была проанализирована взаимосвязь различ-
ных клинических проявлений у больных ССД с 
наличием антител к каталазе.

Вовлечение в процесс кожи, почек нередко 
определяет прогноз основного заболевания. Ле-
гочная патология связанная с развитием фибро-
за, утолщением альвеолярных стенок и интимы 
сосудов с последующим сужением их просвета 
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также может привести к терминальному исходу. 
Частое вовлечение опорно-двигательного ап-
парата в склеродермический процесс является 
наиболее частым и характерным проявлением 
ССД, что имеет значительное диагностическое 
и дифференциально-диагностическое значение. 
Изменения со стороны поражения суставов от-
личаются многообразием и варьируют от прехо-
дящих артралгий до тяжелых деформаций. Нерв-
ная система не остается в стороне от вовлечения в 
основной патологический процесс и откладывает 
определенный отпечаток на клиническую карти-
ну заболевания и его течение.

Корреляционный анализ выявил связь уров-
ней антител к каталазе с тяжестью поражения 
кожи (r = 0,362; p = 0,004), почек (r = 0,384; 
р = 0,004), суставов (r = 0,376; р = 0,006), легких 
(r = 0,294; р = 0,031) и поражением нервной си-
стемы (r = 0,276; p = 0,034).

Активность воспалительного процесса, об-
разование АФК требует нивелирования их по-

вреждающих эффектов вследствие значительно-
го участия антиоксидантной системы. Наличие 
аутоантител к энзиму, недостаточная активность 
фермента полностью не предотвращают свобод-
норадикальное повреждение тканей и систем.

Выводы
Таким образом, определение антител к ката-

лазе у больных системной склеродермией стало 
более чувствительным вариантом иммунофер-
ментного анализа с помощью магнитосорбентов, 
обладает диагностической информативностью 
об активности висцеральной патологии и может 
быть использовано как дополнительный метод 
иммунодиагностики склеродермического про-
цесса и контроля эффективности проводимой 
терапии. Использование экстракорпоральной 
терапии в комплексном лечение больных ССД, 
включение в нее плазмафереза свидетельствует 
о современном патогенетическом этапе лечения 
больных данного профиля. 

ТАБЛИЦА 4. ДИНАМИКА АКТИВНОСТИ КАТАЛАЗЫ И АНТИТЕЛ К КАТАЛАЗЕ В ПРОЦЕССЕ ЛЕЧЕНИЯ, М (SD)

TABLE 4. CHANGES IN CATALASE ACTIVITY AND CATALASE ANTIBODIES DURING THERAPY, M (SD)

Больные
Patients 

(n)

Показатель
Index

При 
поступлении

Upon admission

При выписке
Upon discharge Р

Все больные ССД
All patients with systemic 
scleroderma
(n = 38)

Активность каталазы, 
мкКАТ/мл

Catalase activity, μkat/ml

Уровень антител  
к каталазе, е. о. п.
Catalase antibodies, 

absorbance units

21,26 (5,06)

0,142 (0,084)

23,36 (3,46)

0,113 (0,068)

< 0,001

< 0,001

Лечение цитотоксическими 
препаратами в комбинации 
с кортикостероидами
Cytotoxic therapy 
in combination with 
corticosteroids
(n = 10)

Активность каталазы, 
мкКАТ/мл

Catalase activity, μkat/ml

Уровень антител  
к каталазе, е. о. п.
Catalase antibodies, 

absorbance units

21,80 (5,64)

0,136 (0,078)

23,54 (0,061)

0,110 (0,052)

< 0,001

< 0,001

Комплексная терапия 
с включением 
плазмафереза
Complex therapy including 
plasma separation
(n = 13)

Активность каталазы, 
мкКАТ/мл

Catalase activity, μkat/ml

Уровень антител  
к каталазе, е. о. п.
Catalase antibodies, 

absorbance units

22,17 (4,58)

0,145 (0,084)

24,63 (6,03)

0,104 (0,025)

< 0,001

< 0,001
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СТРАТЕГИЯ ГЕЙТИРОВАНИЯ ПЛАЗМОБЛАСТОВ 
НА ПРИМЕРЕ ИММУНИЗАЦИИ ВАКЦИНОЙ ПРОТИВ 
ГЕПАТИТА В
Бязрова М.Г.1, 2, Топтыгина А.П.2, 3, Митина Т.А.4, Филатов А.В.1, 2

1 ФГБУ «ГНЦ „Институт иммунологии“» Федерального медико-биологического агентства России, Москва, 
Россия  
2 ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия 
3 ФБУН «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Г.Н. Габричевского» Роспотребнадзора, Москва, Россия 
4 ГБУЗ МО «Московский областной научно-исследовательский клинический институт имени 
М.Ф. Владимирского», Москва, Россия

Резюме. При вакцинации происходит стимуляция В-клеток, и в кровотоке на короткое время по-
являются активированные В-лимфоциты, которые относятся к плазмобластам. Плазмобласты также 
наблюдаются при некоторых вирусных инфекциях. Количество плазмобластов может являться пока-
зателем успешности вакцинации или диагностическим признаком продолжающейся инфекции. Как 
правило, плазмобласты представлены немногочисленной популяцией клеток, определение которой 
встречает некоторые трудности. В исследовании приняли участие 15 здоровых добровольцев, кото-
рые были однократно иммунизированы рекомбинантной вакциной против гепатита В. Для определе-
ния плазмобластов были использованы меченные антитела, ранее полученные в нашей лаборатории. 
Использованные реагенты показали свою применимость для подсчета плазмобластов. Было прове-
дено сравнение различных стратегий гейтирования плазмобластов. При окрашивании лимфоцитов 
иммунизированных добровольцев набором антител CD19-PE, CD3/CD14/CD16-FITC, CD27-PC5.5 
и CD38-PC7 наблюдался отчетливый кластер плазмобластов с фенотипом CD27++CD38++. Включе-
ние в панель антитела CD20-FITC приводило к увеличению доли CD27++CD38++ плазмобластов сре-
ди CD19+ лимфоцитов до 60% и более. При замене антитела CD38 на антитело CD71 также обнару-
живался отчетливый кластер плазмобластов, содержавший около 5% В-лимфоцитов. Две стратегии 
гейтирования плазмобластов с использованием комбинаций CD27/CD38 и CD27/CD71 мы сравнили 
в динамике на лимфоцитах одного вакцинированного добровольца. При использовании сочетания 
CD27/CD38 на 7-й день после вакцинации регистрировался острый и выраженный пик количества 
плазмобластов. Применение комбинации CD27/CD71 приводило к растягиванию пика на период с 
7-го по 14-й день после вакцинации. Таким образом, временная динамика популяции CD27+CD71+ 

отличалась от появления классических плазмобластов с фенотипом CD27++CD38++. Это наталкивает 
на мысль, что в популяцию CD27++CD71+ входят не только плазмобласты, но также и другие типы 
активированных В-клеток. Был получен препарат малого поверхностного антигена гепатита В, ме-
ченного фикоэритрином (HBsAg-PE), с помощью которого было определено количество антигенспе-
цифических плазмобластов. Результаты определения антигенспецифических клеток с помощью ком-
плекса HBsAg-PE согласовались c данными, полученными методом ELISpot. Отработанная стратегия 
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гейтирования плазмобластов в настоящее время используется нами для определения активированных 
В-клеток при инфекции, вызываемой вирусом SARS-CoV-2. На следующем этапе исследования эта 
методика будет использоваться для сортировки антигенспецифических В-лимфоцитов, что позволит 
провести секвенирование генов Ig и приступить к созданию новых человеческих антител против ви-
русных антигенов.

Ключевые слова: плазмобласты, проточная цитометрия, вакцина против гепатита В, HBsAg, антигенспецифические 
В-клетки, ELISpot

GATING STRATEGY FOR PLASMABLAST ENUMERATION 
AFTER HEPATITIS B VACCINATION
Byazrova M.G.a, b, Toptygina A.P.b, c, Mitina T.A.d, Filatov A.V.a, b

a National Research Center “Institute of Immunology”, Federal Medical-Biological Agency of Russia, Moscow,  
Russian Federation  
b Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation  
c G. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation  
d M. Vladimirsky Moscow Regional Research and Clinical Institute, Moscow, Russian Federation 

Abstract. B cell stimulation develops upon vaccination, thus causing occurrence of activated B cells 
(plasmoblasts) in bloodstream. Similar cells are also observed in some viral infections. The contents of 
plasmablasts may be a marker of successful vaccination, or a diagnostic feature of ongoing infection. The 
plasmablasts are normally represented by a small cell subpopulation which is not easy to detect. 

A study was performed with 15 healthy volunteers who were subjected to a single immunization with a 
recombinant vaccine against hepatitis B virus. To identify the plasmablasts, we have used labeled antibodies 
prepared in our laboratory. These reagents were previously validated for counting the plasmablasts. Different 
gating strategies for plasmablast gating have been compared. Upon staining of lymphocytes from immunized 
volunteers, we observed a distinct cluster of plasmablasts with CD27++CD38++ phenotype using the following 
antibody set: CD19-PE, CD3/CD14/CD16-FITC, CD27-PC5.5 and CD38-PC7. Inclusion of a CD20-FITC 
antibody into the panel caused an increase of CD27++CD38++ plasmablast ratio among CD19+ lymphocytes 
to > 60%. Upon substitution of CD38 antibody by anti-CD71, a distinct plasmablast cluster was again 
revealed, which contained ca. 5 per cent В cells. Two strategies for the plasmablast gating using the CD27/
CD38 and CD27/CD71 combinations were compared in dynamics with lymphocyte samples from a single 
vaccinated volunteer. When applying the CD27/CD38 combination, a sharp and pronounced plasmablast peak 
was registered on day 7 post-vaccination. With CD27/CD71 combination, the peak was extended between 
day 7 and day 14 following immunization. Hence, time kinetics of the CD27+CD71+ population proved to 
be different from occurrence of classic plasmablasts with CD27++CD38++ phenotype. This finding suggests 
that the CD27++CD71+ population contains both plasmablasts and other types of activated B cells. A minor 
HBV surface antigen was prepared and labeled with phycoerythrin (HBsAg-PE), thus allowing to quantify 
the antigen-specific plasmablasts. The results of HBsAg-PE-based detection of antigen-specific cells were in 
compliance with the data obtained by ELISpot technique. At the present time, we use the original plasmablast 
gating technique for detection of activated B cells in SARS-CoV-2 infection. At the next step, this technique 
will be applied to sorting of antigen-specific B cells, thus permitting sequencing of Ig genes and design of novel 
human antibodies against viral antigens.

Keywords: plasmablast, flow cytometry, hepatitis B vaccination, HBsAg, antigen-specific B cells, ELISpot

Работа выполнена при поддержке РНФ (грант 
№ 19-15-00331).

Введение
В-клетки являются важным звеном иммуни-

тета, они играют решающую роль при многих как 
вирусных, так бактериальных инфекциях. Для 
оценки напряженности В-клеточного иммунно-
го ответа обычно используется определение титра 

антител в сыворотке пациентов. Титр антител по-
казывает силу иммунного ответа и, как правило, 
коррелирует с протективным иммунитетом [28]. 
Однако в некоторых ситуациях титр антител яв-
ляется малоинформативным. При больших сро-
ках после вакцинации, даже при отсутствии зна-
чимого количества сывороточных антител, могут 
присутствовать В-клетки памяти, которые спо-
собны обеспечить быстрый и эффективный от-
вет при повторном проникновении патогена [5, 
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6, 31]. С другой стороны, непосредственно после 
иммунизации уровень сывороточных антител в 
течение одной-двух недель остается довольно 
низким, а иногда и не определяется вовсе. Все 
это указывает на то, что для характеристики им-
мунной реакции наряду с определением антител 
желательно оценивать также другие параметры 
В-клеточного ответа.

В результате перенесенных инфекций или под 
действием вакцинации формируются три попу-
ляции антигенспецифических В-лимфоцитов. 
К ним относятся долгоживущие плазматические 
клетки, В-клетки памяти и плазмобласты [4, 8]. 
Долгоживущие плазматические клетки сохраня-
ются в костном мозге и длительное время про-
должают секретировать антитела. Из-за своей 
локализации долгоживущие плазматические 
клетки трудно доступны для определения и ана-
лиза активности. В-клетки памяти в основном 
сосредоточены в периферических лимфоидных 
органах, но могут также обнаруживаться в крово-
токе. В-клетки памяти, специфичные к данному 
антигену, встречаются с частотой одна клетка па-
мяти на 2500-100 000 общих В-лимфоцитов [29]. 
Обычно В-клетки памяти определяют в тесте 
ELISpot, однако для этого необходима их пред-
варительная стимуляция in vitro. 

После антигенной стимуляции появляются 
плазмобласты, которые секретируют антите-
ла и несут на своей поверхности антигенспеци-
фические рецепторы. Поскольку плазмобласты 
циркулируют в крови, они являются доступным 
объектом для определения количества антиген-
специфичных В-клеток. Наибольшее количество 
плазмобластов наблюдается через неделю после 
вакцинации, после чего они начинают перехо-
дить в долгоживущие плазматические клетки или 
В-клетки памяти и вскоре плазмобласты совсем 
исчезают из кровотока.

Наиболее часто плазмобласты определяют с 
помощью теста ELISpot [9], однако возможна их 
оценка с помощью проточной цитометрии [1]. 
Значительная доля плазмобластов, определенная 
на основании поверхностного фенотипа, пред-
ставлена антигенспецифическими клетками. На-
пример, через 7 дней после вакцинации против 
вируса гриппа около 80% плазмобластов были 
позитивными в антигенспецифическом тесте 
ELISpot [11]. Через неделю после иммунизации 
добровольцев антигенами сибирской язвы в об-
щей популяции В-лимфоцитов обнаруживалось 
0,65% клеток с фенотипом плазмобластов, более 
50% из которых представляли клетки секрети-
рующие антитела против антигенов сибирской 
язвы [32].

Образование плазмобластов коррелирует со 
способностью В-лимфоцитов экспрессировать 
рецептор к IL-21, признак, по которому респон-
деры отличаются от нереспондеров [27]. Таким 
образом, определение количества плазмобластов 

после вакцинации является хорошим предикто-
ром последующего образования В-клеток памя-
ти, а также появлением антител в сыворотке на 
28-й день после вакцинации [13]. При острой 
вирусной инфекции SARS-Cov-2 происходит 
массивное образование плазмобластов, доля 
которых может достигать 30% и более от всех 
В-клеток [19]. Увеличенное количество плазмо-
бластов наблюдается в течение всего заболева-
ния, вызванного респираторно-синцитиальным 
вирусом человека, и определение плазмобластов 
может являться диагностическим признаком 
продолжающейся инфекции [20]. Плазмобласты 
также представляют интерес как источник генов 
для быстрого получения человеческих монокло-
нальных антител [37].

Все эти данные указывают на важность опре-
деления плазмобластов. В настоящем исследо-
вании были поставлены следующие задачи. Во-
первых, оценить дизайн многоцветной панели 
моноклонов, которые ранее были получены нами 
против поверхностных антигенов, для определе-
ния плазмобластов. Во-вторых, на примере им-
мунизации вакциной против вируса гепатита В, 
сравнить несколько стратегий гейтирования 
плазмобластов.

Материалы и методы
В исследовании приняли участие 15 здоровых 

добровольца в возрасте от 18 до 65 лет. Все добро-
вольцы дали информированное согласие на про-
ведение исследования. Добровольцев однократ-
но внутримышечно иммунизировали дрожжевой 
рекомбинантной вакциной против гепатита В 
(HBsAg) производства Комбиотех (Россия) в дозе 
20 мкг.

Через 7 дней после иммунизации венозную 
кровь собирали в вакуумные пробирки с напы-
лением гепарина. Выделение и анализ лимфо-
цитов проводили в день взятия крови. Фракцию 
мононуклеарных клеток крови выделяли с помо-
щью центрифугирования в градиенте плотности 
фикол-верографина (ρ = 1,077 г/см3). Удаление 
эритроцитов из образцов проводили с использо-
ванием лизирующего раствора FACS Lysis buffer 
(BD, США). После разрушения эритроцитов об-
разцы однократно отмывали избытком физиоло-
гического раствора. 

В работе были использованы моноклональ-
ные антитела, полученные нами ранее [18]: CD3 
(клон LT3), CD16 (клон LNK16), CD19 (клон 
LT19), CD20 (клон LT20), CD27 (клон LT27), 
CD38 (клон EM5), CD71 (клон LT71), а также 
CD14 (клон MEM-18) производства Exbio. Под-
бор комбинаций антител и красителей осущест-
вляли в соответствии с рекомендациями [24, 30]. 
Антитела против CD3, CD14, CD16 и CD20 мети-
ли FITC [36], антитела против CD19, CD27, CD38 
и CD71 метили фикоэритрином или комплексом 
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фикоэритрина с красителями Cy5.5 или Cy7 [7]. 
Клетки окрашивали смесью моноклональных 
антител CD3-FITC, CD14-FITC, CD16-FITC и 
CD20-FITC, а также CD19-PE, CD27-PE-Cy7, 
CD38-PE-Cy5.5. Окрашивание производили в те-
чение 30 мин при комнатной температуре, после 
чего клетки два раза отмывали в физиологиче-
ском растворе забуференном фосфатами. Перед 
измерением клеточную суспензию пропускали 
через ситечко с диаметром пор 40 мкм. 

Конъюгат рекомбинантного HBsAg (Комби-
отех) с фикоэритрином (HBsAg-PE) получали 
методом Click Chemistry [25]. Для этого препарат 
HBsAg, содержавший смесь в равной пропорции 
субтипов ay и ad, активировали тетразином, а фи-
коэритрин – трансциклооктеном, после этого 
активированные белки смешивали в соотноше-
нии 1:1 и коньюгат выделяли с помощью гель-
фильтрации на Superdex 200. Реакцию ELISpot 
ставили на планшете, лунки, которого были по-
крыты HBsAg или посторонним белком. При по-
становке реакции использовали реагенты фирмы 
R&D Systems (США). 

Регистрацию флуоресценции проводили на 
проточном цитометре CytoFLEX S (Beckman 
Coulter, США), оснащенном двумя диодными 
лазерами 488 и 561 нм. Клетки сортировали с по-
мощью прибора SH800 (Sony, США). Обработку 

Рисунок 1. Гейтирование плазмобластов по параметрам 
светорассеяния
Примечание. По оси абсцисс – малоугловое светорассеяние 
(FSC), по оси ординат – светорассеяние под углом 90° (SSC). 
Область “All Lymph” использовалась для гейтирования, 
область “Plasmablasts” очерчивает события, полученные 
в результате обратного гейтирования популяции 
CD19+CD27++CD38++.
Figure 1. Plasmablast gating using light scattering parameters
Note. Abscissa, forward scattering (FSC), ordinate, side scattering 
(SSC). The “All Lymph” region was used for gating, the “Plasmablasts” 
region outlines the events resulting from the back-gating of the 
CD19+CD27++CD38++ population.

цитофлуориметрических данных проводили при 
помощи программы FlowJo. Для каждого из об-
разцов анализировали не менее 10 000 одиночных 
В-лимфоцитов. Достоверность различий оцени-
вали с помощью критерия Манна–Уитни. Разли-
чия считали достоверными при уровне значимо-
сти p < 0,05. 

Результаты
Стратегия гейтирования плазмобластов была 

отработана нами на лимфоцитах, полученных от 
добровольцев, прошедших иммунизацию вак-
циной против гепатита В. Как правило гейти-
рование лимфоцитов начинается с выбора зоны 
анализа на бипарамерической цитограмме в ко-
ординатах малоуглового светорассеяния (FSC) 
и светорассеяния под углом 90° (SSC) [2, 3]. Из-
вестно, что по морфологическим параметрам 
плазмобласты могут отличаться от покоящихся 
лимфоцитов [34]. По сравнению с обычными 
лимфоцитами плазмобласты имеют несколько 
большие размеры и более высокую грануляр-
ность. Для того чтобы при регистрации не по-
терять часть плазмобластов, мы выбирали более 
расширенную зону анализа, чем при обычной на-
стройке на кластер лимфоцитов. Впоследствии, 
после нахождения плазмобластов по комбинации 
поверхностных маркеров, было выполнено «об-
ратное гейтирование», которое показало, что в 
координатах светорассеяния популяция плазмо-
бластов располагается несколько правей и выше 
кластера обычных лимфоцитов (рис. 1). Дублеты 
клеток исключали из рассмотрения, проводя до-
полнительное гейтирование в координатах мало-
углового светорассеяния при измерении высоты 
импульса светорассеяния против его площади. 
Полученную популяцию обозначали на графиках 
как “Single cells”.

Для уменьшения количества ложно позитив-
ных событий из рассмотрения в первую очередь 
исключали клетки, окрашенные антителами про-
тив антигенов CD3, CD14 и CD16. Поскольку для 
всех этих антигенов использовался негативный 
критерий отбора, то для экономии каналов реги-
страции все три антитела использовали в форме 
коньюгата с одним и тем же красителем, а имен-
но FITC.

Для определения плазмобластов мы исполь-
зовали несколько подходов. Наиболее очевид-
ным является определение плазмобластов среди 
CD19+ лимфоцитов. При окрашивании лимфо-
цитов иммунизированных добровольцев набо-
ром антител CD19-PE, CD3/CD14/CD16-FITC, 
CD27-PC5.5 и CD38-PC7 наблюдался отчетли-
вый кластер CD27++CD38++ клеток (рис. 2А). 
Другим пан-В-клеточным маркером является 
CD20, который дает очень яркое окрашивание 
В-клеток, однако он не подходит для положи-
тельного гейтирования плазмобластов. Среди 
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Рисунок 2. Cтратегии гейтирования для определения плазмобластов
Примечание. На цитограммах слева выделение популяции В-лимфоцитов производили по положительному окрашиванию 
антителом CD19-PE (ось ординат) и негативному окрашиванию антителами CD3/CD14/CD16-FITC (А, В) или CD3/CD14/CD16/
CD20-FITC (Б) (ось абсцисс). Цифрами указана доля выделенных клеток по отношению ко всем лимфоцитам. На цитограммах 
справа выделенные В-лимфоциты дополнительно гейтировались по положительному окрашиванию антителом CD27-PECy5.5 
(ось ординат) и CD38-PECy7 (А,Б) или CD71-PECy7 (В) (ось абсцисс). Цифрами указана доля выделенных клеток по отношению 
к выделенным одиночным CD19+ клеткам. 
Figure 2. Gating strategies for the analysis of plasmablast subse
Note. Left column, the B lymphocytes population were gated by positive staining with CD19-PE (ordinate axis) and negative staining with  
CD3/CD14/CD16-FITC (A, C) or CD3/CD14/CD16/CD20-FITC (B) (abscissa axis). The numbers indicate the proportion of selected cells in relation 
to all lymphocytes. Right column, the gated B lymphocytes were stained with CD27-PECy5.5 (ordinate axis) and CD38-PECy7 (A, B) or  
CD71-PECy7 (C) (abscissa axis). The numbers indicate the proportion of selected cells with respect to selected single CD19+ cells.
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Рисунок 3. Динамика появления плазмобластов в крови 
добровольцев, иммунизированных вакциной против 
гепатита В
Примечание. По оси абсцисс – количество дней после 
иммунизации, по оси ординат – % плазмобластов среди 
общего количества CD19+ клеток. Плазмобласты определяли 
при окрашивании клеток комбинацией CD27/CD38 (А и Б, ось 
ординат слева) или CD27/CD71 (А, ось ординат справа). ** – 
p < 0,006; ns – разница статистически недостоверна.
Figure 3. Changes in the percentage of plasmablasts after 
hepatitis B vaccination
Note. Abscissa, the number of days after immunization; ordinate, % 
of plasmablasts among the total number of CD19+ cells. Plasmablasts 
were determined by staining with a combination of CD27/CD38  
(A and B, the ordinate axis is on the left) or CD27/CD71 (A, the ordinate 
axis is on the right). **, p < 0.006; ns, the difference is not statistically 
significant.

CD20+ популяции количество клеток с фено-
типом CD27++/CD38++ было не более 0,3%, что 
лишь незначительно превышало фоновые зна-
чения. Это хорошо согласуется с данными о том, 
что в процессе созревания В-клетки частично 
или полностью теряют CD20 [10, 23]. Отсутствие 
CD20 на плазмобластах дает возможность для 
негативного гейтирования этого типа клеток. 
Включение CD20 в канал негативной селекции 
приводило к увеличению доли CD27++CD38++ 
клеток среди CD19+ лимфоцитов до 60% и более. 
(рис. 2Б). При замене антитела CD38 на антитело 
CD71 также обнаруживался отчетливый кластер, 
содержавший около 5% В-лимфоцитов (рис. 2В). 
Это предполагает, что маркер CD71 может ис-
пользоваться вместо CD38.

Две стратегии гейтирования плазмобластов 
с использованием комбинаций CD27/CD38 и 
CD27/CD71 мы сравнили в динамике на лим-
фоцитах одного вакцинированного доброволь-
ца. При использовании сочетания CD27/CD38 
на 7-й день после вакцинации регистрировался 
острый и выраженный пик количества плаз-
мобластов (рис. 3А). Применение комбинации 
CD27/CD71 приводило к растягиванию пика на 
период с 7-го по 14-й день после вакцинации 
(рис. 3А). Дальнейшие эксперименты были вы-
полнены при использовании комбинации CD27/
CD38. У 10 добровольцев на 7-й день после вак-
цинации было показано достоверное увеличение 
количества плазмобластов (p < 0,006), по сравне-
нию с исходным уровнем CD27++CD38++ клеток 
(рис. 4Б). Через месяц количество плазмобластов 
нормализовалось.

Наибольший интерес для оценки иммун-
ного ответа представляет определение антиген 
специ фичных плазмобластов. Антигеном вак-
цины Комбиотех является малый поверхност-
ный антиген гепатита В (HBsAg), который мы 
коньюгировали с фикоэритрином (HBsAg-PE). 
При иммунизации добровольцев вакциной про-
тив гепатита В на 7-й день среди В-клеток по-
являлись лимфоциты, связывающие комплекс 
HBsAg-PE. На рисунке 4А приведены результа-
ты, полученные для одного из доноров. Наиболь-
шее количество антигенспецифических клеток 
(26%) наблюдалось среди популяции плазмо-
бластов CD19+CD27++CD38++ (рис. 4А, левая па-
нель). Комплекс фикоэритрина с посторонним 
контрольным белком Control-PE связывался 
не более чем с 3% плазмобластов (рис. 4А, пра-
вая панель). Примечательно, что среди наивных 
В-лимфоцитов (CD19+CD27-) связывание ко-
ньюгата HBsAg-PE также было на уровне фона и 
не превышало 1%. Уровень HBsAg-PE+ клеток у 
иммунизированных добровольцев был достовер-
но выше по сравнению с контрольной группой 
неиммунизированных доноров (p < 0,02; n = 6) 
(рис. 4Б).
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Рисунок 4. Выявление антигенспецифичных плазмобластов при иммунизации вакциной против гепатита В
Примечание. А – цитограммы при окрашивании плазмобластов вакцинированного добровольца комплексом HBsAg-PE 
(слева) или комплексом фикоэритрина с посторонним контрольным белком Control-PE (справа). Б – сравнение количества 
HBsAg+ клеток у вакцинированных (1) и невакцинированных (2) добровольцев. * – p < 0,02, n = 6. В – определение клеток, 
секретирующих специфические антитела против HBsAg методом ELISpot. Слева приведена лунка, содержавшая 300 
плазмобластов, справа лунка, содержавшая 300 наивных В-лимфоцитов с фенотипом CD19+CD27-.
Figure 4. Identification of antigen specific plasmablasts after hepatitis B vaccination 
Note. A, plasmablasts of a vaccinated volunteer were stained with HBsAg-PE complex (left) or phycoerythrin complex with unrelated control 
protein Control-PE (right). B, comparison between the number of HBsAg+ cells in vaccinated (1) and unvaccinated (2) volunteers. *, p < 0.02, n = 6. 
C, determination of cells secreting HBsAg specific antibodies by ELISpot. On the left is the well containing 300 plasmablasts, on the right is a well 
containing 300 naive B lymphocytes with the CD19+CD27- phenotype.

Для одного иммунизированного доброволь-

ца плазмобласты были отсортированы и по 300 

клеток добавлены в лунки планшета для ELISpot. 

В лунках, покрытых HBsAg, детектировалось от 

5,7 до 6,3% антигенспецифических клеток (рис. 

4В, левая панель). В контрольных лунках, содер-

жавших по 300 наивных В-лимфоцитов (отрица-

тельный контроль), антигенспецифических кле-
ток обнаружено не было (рис. 4В, правая панель).

Обсуждение
Согласно литературным данным, пик количе-

ства плазмобластов наступает на 7-й день после 
иммунизации [13]. Однако даже в этот момент их 
количество невелико и не превышает несколько 
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процентов от популяции всех В-лимфоцитов. 
Для надежного определения плазмобластов не-
обходимо применять чувствительные методы 
детекции редких популяций клеток при макси-
мально возможном исключении ложноположи-
тельных событий. С этой целью нами были ис-
пользованы моноклональные антитела против 
поверхностных антигенов лимфоцитов человека 
ранее полученные в нашей лаборатории. Многие 
из этих антител прошли тестирование на Между-
народных Воркшопах по дифференцировочным 
антигенам лейкоцитов человека [12]. В данной 
работе мы получили коньюгаты этих антител с 
органическими флуорофорами, флуоресциру-
ющими белками, а также с тандемными кра-
сителями. Полученные антитела обеспечивали 
необходимый уровень флуоресценции антиген-
позитивных клеток, а также позволяли выпол-
нить надежную компенсацию. С использовани-
ем полученных реагентов нами была отработана 
стратегия гейтирования плазмобластов, возмож-
ности которой были продемонстрированы при 
определении плазмобластов у добровольцев, им-
мунизированных вакциной против гепатита В. 

Наиболее часто для выделения плазмобла-
стов используют коктейль, содержащий антите-
ла против антигенов CD19, CD27 и CD38 [1, 11]. 
В дополнении к этому желательно один канал 
использовать для негативной селекции (dump 
channel), что позволяет существенно снизить ко-
личество ложно-позитивных событий. В первую 
очередь негативной селекции подлежат CD3+, 
CD14+ и CD16+ клетки. Исключение IgM+, IgD+, 
IgA+, а также CD20+ клеток также улучшает выде-
ление плазмобластов [23, 33]. В некоторых случа-
ях для финишного гейтирования плазмобластов 
добавляют также антитела против CD24 [16], 
CD21 и CD95 [17], CD71 и Ki67 [11], CD138 [13], 
CD70 [21] и некоторые другие.

Плазмобласты являются активно пролифе-
рирующими клетками, поэтому можно ожидать 
появление на их поверхности рецептора к транс-
феррину CD71. Возможность использования 
CD71 для определения плазмобластов ранее была 
продемонстрирована в работе [11]. При окраши-
вании CD19+ клеток комбинацией CD27/CD71 
обнаруживался отчетливый кластер, содержав-
ший около 5% В-лимфоцитов (рис. 2В). Однако 

временная динамика этой популяции отлича-
лась от появления классических плазмобластов 
с фенотипом CD27++CD38++. Это наталкивает 
на мысль, что в популяцию CD27++CD71+ входят 
не только плазмобласты, но также и другие типы 
активированных В-клеток, поэтому подход, свя-
занный с применение маркера CD71, по наше-
му мнению, не является оптимальным. Страте-
гия гейтирования плазмобластов CD19+/CD20-, 
CD3/CD14/CD16-, CD27++ и CD38++ с использо-
ванием маркера CD20 для негативной селекции 
была принята нами как наиболее эффективная. 
Обнаруженная нами динамика появления и ко-
личество плазмобластов соответствует литера-
турным данным, полученным при иммунизации 
столбнячным токсином [14], гемагглютинином 
вируса гриппа [15] и некоторыми другими анти-
генами. 

Обращает на себя внимание то, что окраши-
вание плазмобластов вакцинированных доноров 
с помощью комплекса HBsAg-PE давало доволь-
но небольшое количество антигенположитель-
ных клеток. Однако наши данные вполне соот-
ветствовали наблюдению, что при иммунизации 
столбнячным токсином только одна клетка из 
каждых 1000 плазмобластов окрашивалась ме-
ченым антигеном [22, 26]. Для одного из добро-
вольцев было проведено сравнение количества 
антигенположительных клеток, определенное 
при окрашивании комплексом HBsAg-PE, и ко-
личества клеток, секретирующих антитела про-
тив HBsAg, определенное методом ELISpot. При 
отнесении к общему количеству плазмобластов 
эти два метода дали сопоставимые величины: 4,3 
и 6,0% соответственно. Эти значения соответ-
ствуют литературным данным по определению 
HBsAg специфических В-клеток при вакцинации 
против гепатита В [35]. 

Отработанная стратегия гейтирования плаз-
мобластов в настоящее время используется нами 
для определения активированных В-клеток при 
инфекции, вызываемой вирусом SARS-CoV-2. 
На следующем этапе исследования эта методи-
ка будет использоваться для сортировки анти-
генспецифических В-лимфоцитов, что позволит 
провести секвенирование генов Ig и приступить 
к созданию новых человеческих антител против 
вирусных антигенов.
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РУССКОЯЗЫЧНАЯ АДАПТАЦИЯ МЕЖДУНАРОДНОЙ 
НОМЕНКЛАТУРЫ ТИПОВ СВЕЧЕНИЯ ЯДРА 
И ЦИТОПЛАЗМЫ КЛЕТКИ (ICAP) ДЛЯ СТАНДАРТИЗАЦИИ 
ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИНУКЛЕАРНОГО ФАКТОРА 
Ткаченко О.Ю.1, Лапин С.В.1, Мазинг А.В.1, Тотолян Арег А.1, 2

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

Резюме. Антинуклеарные антитела (АНА) – это семейство аутоантител, направленных против раз-
личных клеточных структур, включая ядро, ядерную мембрану, митотический аппарат, компонен-
ты цитоплазмы и органеллы клетки, а также клеточные мембраны. Выявление АНА лежит в основе 
аутоиммунной лабораторной диагностики и представляет незаменимый инструмент ранней иден-
тификации основных системных аутоиммунных заболеваний, аутоиммунных заболеваний печени, 
ревматических заболеваний в педиатрии и ряде других состояний. Основным методом обнаружения 
АНА является иммунофлюоресцентный тест на перевиваемой клеточной линии аденокарциномы 
гортани человека HEp-2, в отечественной литературе получивший название «антинуклеарный фак-
тор». Результат АНФ содержит информацию о конечном титре АНА, а также о типе свечения ядра. 
Тип свечения АНФ обусловлен аутоантителами, которые реагируют с антигенами, расположенными 
в ядре и цитоплазме клеток линии HEp-2. Для стандартизации названий и описания различных ти-
пов свечения антинуклеарного фактора (АНФ) в 2014 году была создана Инициатива Международ-
ной Согласительной группы по типам свечения АНФ (International Consensus on ANA Patterns (ICAP) 
group – англ.). Цель ICAP заключается в разработке единой номенклатуры типов свечения АНФ, базы 
микрофотографий, а также классификации в зависимости от компетенции специалистов при оцен-
ке типов свечения. Информация об основных характеристиках, а также клинических ассоциациях 
типов свечения АНФ размещены на интернет-ресурсе www.ANApatterns.org. В классификационной 
схеме АНФ типы свечения обозначены буквенно-цифровым кодом #AC (anti-cell pattern) и подраз-
делены на ядерные, цитоплазматические и митотические группы. В зависимости от клинической зна-
чимости и/или простоты распознавания в данной номенклатуре делается акцент на различие между 
типами свечения, описываемые специалистами компетентного и экспертного уровней. Из ядерных 
типов свечения наиболее значимыми являются гомогенный, гранулярный, плотный мелкогрануляр-
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ный, центромерный, ядрышковый, свечение точек в ядре, для цитоплазматических типов свечения – 
фибриллярный, гранулярный, митохондриальный, свечение комплекса Гольджи, палочки и кольца. 
По поручению руководителей ICAP для перевода номенклатуры на русский язык была утверждена 
группа экспертов во главе с академиком РАН, профессором А.А. Тотоляном под эгидой Российского 
научного общества иммунологов (РНОИ). В данной статье мы представляем русскоязычную адапта-
цию номенклатуры ICAP для обеспечения унификации и стандартизации формулировок результатов 
обследования пациентов с аутоиммунными заболеваниями.

Ключевые слова: антинуклеарный фактор, номенклатура, типы свечения

RUSSIAN-LANGUAGE VERSION OF THE INTERNATIONAL 
NOMENCLATURE OF INTERNATIONAL CONSENSUS ON 
ANTINUCLEAR ANTIBODY (ANA) PATTERNS (ICAP)
Tkachenko O.Yu.a, Lapin S.V.a, Mazing A.V.a, Totolian Areg A.a, b

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

Abstract. Antinuclear antibodies (ANAs) represent a spectrum of autoantibodies targeted for various 
nuclear and cytoplasmic components of the cells. Indirect immunofluorescence assay (IIF) is the main 
detection method for “antinuclear factor”. A positive ANA test is usually reported as a titer and a pattern of 
fluorescence. The ANA patterns refers to the distribution of staining produced by antibodies that react with 
antigens located in nucleus and cytoplasm of HEp-2 cells. To standardize nomenclature and descriptions of 
the various fluorescence patterns of antinuclear factor (ANF), the Initiative of the International Consensus 
on ANA Patterns (ICAP) group was developed in 2014. The aim of ICAP is to promote consensus regarding 
nomenclature of ANA patterns, a microphotograph database, as well as classification depending on the 
employee skills. Information on the main characteristics, as well as specific clinical associations of the patterns 
is available at www.ANApatterns.org. In ANA classification trees, the patterns are indicated by the #AC (anti-
cell pattern) alphanumeric code, being divided into nuclear, cytoplasmic and mitotic groups. Depending on 
the clinical significance and/or ease of recognition, this nomenclature focuses on the differences between the 
patterns described by specialists at competent and expert levels. Of the nuclear types, the most significant are 
homogeneous, speckled, dense fine-speckled, centromere, nucleolar, nuclear dots. The cytoplasmic types may 
be discerned into fibrillar, speckled, mitochondrial, Golgi, rods and rings. On leaders, behalf of the ICAP 
translation team is headed by the Full Member of Russian Academy of Sciences, Professor A.A. Totolian, 
under the auspices of the Russian Research Society of Immunologists. In this article, we present the Russian-
language adaptation of the ICAP nomenclature, in order to ensure unification and standardization of ANA 
detection results in the patients with autoimmune diseases.

Keywords: antinuclear antibody, nomenclature, fluorescence pattern

Введение
Определение аутоантител представляется 

важнейшим диагностическим инструментом при 
аутоиммунных заболеваниях, указывая на имму-
нологическую реакцию, направленную против 
собственных антигенов. Среди множества ауто-
антител, антинуклеарные антитела представляют 
собой наибольшую группу антител, включающую 
более 200 охарактеризованных разновидностей. 
Антинуклеарные антитела (АНА) – это семей-
ство аутоантител, направленных против различ-

ных клеточных структур, включая ядро, ядерную 
мембрану, митотический аппарат, компоненты 
цитоплазмы и органеллы клетки, а также клеточ-
ные мембраны. Поскольку антигены антинукле-
арных антител находятся не только в ядре, термин 
АНА может вводить в заблуждение. Существова-
ли попытки называть это семейство «антиклеточ-
ными» антителами, однако сложившийся термин 
АНА присутствует в большом количестве специа-
лизированной литературы и рекомендаций для 
многих врачебных специальностей, поэтому от-
казаться от него непросто.
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Выявление АНА лежит в основе аутоиммун-
ной лабораторной диагностики и представляет 
незаменимый инструмент ранней идентифи-
кации основных системных аутоиммунных за-
болеваний, аутоиммунных заболеваний печени, 
ревматических заболеваний в педиатрии и ряде 
других состояний (табл. 1). Выявление АНА вно-
сит существенный вклад в объективизацию кли-
нического диагноза [2, 5, 6]. 

Основным методом обнаружения АНА явля-
ется иммунофлюоресцентный тест на перевивае-
мых клеточных линиях человека, в отечественной 
литературе получивший название «антинуклеар-
ный фактор» [4]. Несмотря на то, что в совре-
менной зарубежной литературе термином «анти-
нуклеарный фактор» (АНФ) пользуются редко, 
мы считаем целесообразным сохранить данное 
название для иммунофлюоресцентных тестов, 
чтобы отличать их от других методов выявления 
АНА. АНФ определяется методом непрямой им-
мунофлюоресценции (нРИФ) с использовани-
ем в качестве субстрата перевиваемой клеточ-
ной линии аденокарциномы гортани человека 
НEр- 2, включающим этап серийных разведений 
положительных сывороток и визуального анали-
за типов свечения. Результат АНФ содержит ин-
формацию о конечном титре АНА, а также типе 
свечения ядра. Тип свечения АНФ обусловлен 
аутоантителами, которые реагируют с антигена-
ми, расположенными в ядре и цитоплазме клеток 
линии HEp-2. Клиническая значимость типа све-
чения оценивается в комплексе с клинической 
картиной и позволяет планировать дальнейшее 
тестирование для определения специфичности 
АНА. 

Для стандартизации названий и описания 
различных типов свечения АНФ в 2014 году была 
организована Инициатива Международной Со-
гласительной группы по типам свечения АНФ 
(International Consensus on ANA Patterns (ICAP) 
group – англ.) [10]. С тех пор была создана но-
менклатура типов свечения АНФ, база микрофо-
тографий, а также классификация в зависимости 
от уровня компетенции специалиста, проводя-
щего оценку типов свечения. Для популяриза-
ции результатов работы Согласительной группы 
ICAP был создан веб-сайт в интернете https://
www.anapatterns.org, содержащий номенклатуру с 
подробным описанием типов свечения, которая 
на сегодняшний день насчитывает 30 типов све-
чения, включая негативный (#AC-0). В этой ра-
боте приняло участие 66 экспертов из 15 стран, а 
дискуссии возглавляли ведущие специалисты по 
диагностической иммунологии, включая Karsten 
Conrad (Германия), Jan Damoiseaux (Нидерлан-
ды), Minoru Satoh (Япония), Edward Chan (США) 
и ряд других действующих членов Комитета по 

оценке качества и стандартизации Международ-
ного союза иммунологических обществ (IUIS) 
http://www.iuisonline.org. На втором семинаре 
ICAP (Дрезден, 2015) было принято решение о 
переводе номенклатуры на национальные языки 
для расширения использования единой номен-
клатуры в лабораториях разных стран [11]. По 
поручению руководителей ICAP для перевода 
номенклатуры на русский язык была утвержде-
на группа экспертов во главе с академиком РАН, 
профессором А.А. Тотоляном под эгидой Россий-
ского научного общества иммунологов (РНОИ). 
В данной статье мы представляем русскоязычную 
адаптацию номенклатуры ICAP для обеспечения 
унификации и стандартизации формулировок 
результатов обследования пациентов с аутоим-
мунными заболеваниями. 

Номенклатура и схема классификации типов 
свечения АНФ 

Цель ICAP заключается в разработке единой 
номенклатуры, в которой оценка типов свечения 
АНФ разделена на два уровня квалификации со-
трудников – компетентный и экспертный [14]. 
Разделение между компетентным и экспертным 
уровнями основано на клинической значимости 
и простоте распознавания типов свечения АНФ. 
Клинические ассоциации различных типов све-
чения АНФ на НЕр-2 клеточной линии делают их 
описание крайне информативным для лечащих 
врачей. Легко узнаваемые типы свечения, кли-
ническая значимость для которых еще не опреде-
лена, также относятся к компетентному уровню. 
Типы свечения АНФ, определяемые специали-
стами компетентного уровня, обозначены в верх-
ней части схемы типов свечения (рис. 1). Каждому 
типу свечения присваивается код под дескрип-
тором (#). Например, гомогенный тип свечения 
ядра имеет код anti-cell pattern 1 (AC-1). Эти коды 
обеспечивают легкий доступ к более подробной 
информации о типе свечения, размещенных на 
веб-сайте www.ANApatterns.org. В схеме класси-
фикации отображено 11 типов свечения, которые 
относятся к компетентному уровню оценки АНФ 
и должны определяться во всех лабораториях. 
Из ядерных типов свечения к ним относятся го-
могенный, гранулярный, плотный мелкограну-
лярный, центромерный, ядрышковый, свечение 
точек в ядре, из цитоплазматических типов – фи-
бриллярный, гранулярный, митохондриальный, 
свечение комплекса Гольджи, палочки и кольца. 
В целом все типы свечения воспроизводимы и 
выявляются на клеточной культуре HEp-2 любых 
производителей, за исклю чением свечения пало-
чек и колец, поскольку эти структуры не всегда 
могут быть идентифицированы [12, 41]. Так как 
на данный момент не все известные типы свече-
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ТАБЛИЦА 1. ЗАБОЛЕВАНИЯ, АССОЦИИРОВАННЫЕ С ВЫЯВЛЕНИЕМ АНТИНУКЛЕАРНЫХ АНТИТЕЛ 

TABLE 1. DISEASES ASSOCIATED WITH THE DETECTION OF ANTINUCLEAR ANTIBODIES

Заболевание
Disease

Встречаемость 
АНФ, %

Prevalence of 
ANA,%

Клиническая 
значимость АНФ 
Clinical significance 

of ANA 

Мониторинг/
прогноз

Monitoring/
prognosis 

Литературная 
ссылка 

Literary reference

Системная красная волчанка
Systemic lupus erythematosis 90-95% +++ - [32]

Системная склеродермия
Sistemic sclerosis 85-95% +++ - [47]

Синдром Шегрена
Sjögren’s Syndrome 50-60% ++ - [36]

Воспалительные миопатии 
Inflammatory myopathies 50-60% + - [6, 8, 15, 45]

Смешанное заболевание 
соединительной ткани
Mixed connective tissue disease

90-100% +++ - [2]

Ювенильный 
идиопатический артрит
Juvenile idiopathic arthritis

50-60% + +++ [5]

Первичный билиарный 
цирроз
Primary biliary cholangitis

50-80% +++ ? [17]

Недифференцированное 
заболевание 
соединительной ткани 
Undifferentiated connective 
tissue disease

100% +++ ? [24]

Лекарственная волчанка
Drug-induced lupus 90-100% +++ ? [44]

Аутоиммунный гепатит
Autoimmune hepatitis 40-80% ++ - [43]

Ревматоидный артрит
Rheumatoid arthritis 15-20% - - [39]

Антифосфолипидный 
синдром
Antiphospholipid syndrome

40-70% - - [38]

Аутоиммунные заболевания 
щитовидной железы 
Autoimmune thyroid disease

10-20% - - [37]

Аллергические заболевания 
Allergic diseases 10-20% - - [16]

Инфекционные заболевания 
Infection diseases 20-30% - - [18, 35]

Онкологические заболевания 
Oncological diseases 20-50% - - [46]

Пожилые люди 
Elderly people 8-15% - - [28]

Здоровые люди 
Healthy donors

3,3-5,0% 1:160, 
30-40% 1:40 - /? - [21]

Примечание. «+++» – высоко клинически значим, «++» – клинически значим, «+» – информативен, «-» – не 
информативен, «?» – информативность уточняется. 

Note. “+++”,  highly clinically significant, “++”, clinically significant, “+”, informative, “-”, not informative, “?”, informativeness is 
being specified.
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Рисунок 1. Номенклатура и схема классификации для нуклеарных, цитоплазматических и митотических типов 
свечения АНФ (нРИФ, субстрат – клеточная линия HEp-2)
Figure 1. Nomenclature and classification tree for nuclear, nucleolar, cytoplasmic, and mitotic staining patterns (IIF, HEp-2 cell 
substrates)

Рисунок 2. Отрицательный тип свечения АНФ (нРИФ, клеточная линия HEр-2)
Figure 2. Negatige pattern of ANA (IIF, HEp-2 cell substrates)

ния включены в схему классификации, номен-
клатура может изменяться и дополняться.

Отрицательный тип свечения (АС-0)
Отрицательный тип свечения AC-0 в схеме 

классификации располагается наравне с ядер-
ным, цитоплазматическим и митотическим ти-
пами свечения, потому что выявление данного 

типа свечения является определяющим при ис-
следовании АНФ. Изображения, иллюстрирую-
щие AC-0, не следует рассматривать как эталон-
ные и можно использовать только для сравнения. 
Основной характеристикой этих изображений 
является отсутствие флюоресцентного окраши-
вания клеточных структур (рис. 2). Как было 



1200

Tkachenko O.Yu. et al.
Ткаченко О.Ю. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ТАБЛИЦА 2. ХАРАКТЕРИСТИКА ЯДЕРНЫХ ТИПОВ СВЕЧЕНИЯ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ОКРАШИВАНИЯ РАЗЛИЧНЫХ  
ВНУТРИКЛЕТОЧНЫХ СТРУКТР В ИНТЕРФАЗНЫХ И МИТОТИЧЕСКИХ КЛЕТКАХ

TABLE 2. NUCLEAR PATTERNS DEFINED BY REACTIVITY WITH DISTINCT NUCLEAR COMPARTMENTS IN INTERPHASE  
CELLS AND STAINING OF MITOTIC CELLS

Тип свечения
Pattern

Свечение
Staining 

Свечение
Staining

ядра
of nucleoplasm

ядрышек
of nucleoli

метафазной пластинки
of metaphase chromosomal 

plate 

метафазной цитоплазмы
of metaphase cytoplasm

митотического 
аппарата

of mitotic apparatus

интерфазной цитоплазмы
of interphase cytoplasm

Гомогенный АС-1
Homogenous (AC-1)

Гомогенное
Homogenous +/- Гомогенное

Homogenous
Нет

Negative 
Нет

Negative
Нет

Negative

Гранулярный 
Speckled 

Плотный 
мелкогранулярный АС-2
Dense fine speckled AC-2

Гетерогенные мелкие гранулы
Heterogeneous fine speckles

Нет
Negative

Гетерогенные мелкие 
гранулы

Heterogeneous fine 
speckles

Нет
Negative

Нет
Negative

Нет
Negative

Мелкогранулярный АС-4
Fine speckled AC-4

Одинаковые мелкие гранулы
Uniform fine speckles +/- Нет

Negative
Диффузные мелкие гранулы

Diffuse fine speckles
Нет

Negative
Нет

Negative
Крупногранулярный АС-5
Large/coarse speckled AC-5

Крупные гранулы разного размера
Variably sized large speckles

Нет
Negative

Нет
Negative

Диффузные мелкие гранулы
Diffuse fine speckles

Нет
Negative

Нет
Negative

ДНК-топоизомераза I  
(topo I)-подобный АС-29

DNA-topoisomerase-like  
AC-29

Диффузные мелкие гранулы
Diffuse fine speckles +/-

Интенсивное свечение 
ядрышковых 

организаторов (NOR)
Strong staining of nucleolar 

organizing region (NOR)

Тонкая сеть из перинуклеарной 
области к плазматической 

мембране
Network radiating from the perinuclear 
area towards the plasma membrane

Нет
Negative

Тонкая сеть из 
перинуклеарной области к 
плазматической мембране

Network radiating from the 
perinuclear area towards the 

plasma membrane
Центромерный АС-3
Centromere AC-3 

30-50 точек
30-50 dots 

Нет
Negative

Нет
Negative

30-50 точек
30-50 aligned dots 

Нет
Negative

Нет
Negative

Точки в ядре
Discret nulclear 
dots 

Множественные 
АС-6

Multiple AC-6

10 точек
10 dots 

Нет
Negative

Нет
Negative

Редко встречаются точки
Rarely occasional dots +/- Нет

Negative

Единичные
АС-7

Few AC-7

1-6 точек
1-6 dots 

Нет
Negative

Нет
Negative

Редко встречаются точки
Rarely occasional dots

Нет
Negative

Нет
Negative

Ядрышковый
Nucleolar

Гомогенный
АС-8

Homogenous AC-8

Нет
Negative

Гомогенное
Homogenous

Нет 
Negative

Диффузное гомогенное
Diffuse homogenous

Нет
Negative

Нет
Negative

Глыбчатый
АC-9

Clupmy AC-9

Нет
Negative

Крупногранулярное
Coarse speckled

Крупногранулярное
Coarse speckled +/- Нет

Negative
Нет

Negative

Точечный 
АС-10

Punctate AC-10

Нет
Negative

Мелкогранулярное
Fine speckled

Мелкогранулярное
Fine speckled +/- Нет

Negative
Нет

Negative

Ядерная 
мембрана (ЯМ)
Nuclear envelope 
(NE)

Равномерная 
АС-11

Smooth AC-11

Равномерное свечение ЯМ
Linear staining of NE

Нет
Negative

Нет
Negative

Диффузное
Diffuse 

Нет
Negative

Нет
Negative

Точечная 
АC-12

Punctate AC-12

Точечное свечение ЯМ
Granular staining of NE

Нет
Negative

Нет
Negative

Гомогенное/
плотное мелко-гранулярное

Homogenous/dense fine speckled 
AC-2

Нет
Negative

Нет
Negative

Плеоморфный
Pleomorphic

PCNA-подобный 
АС-13

PCNA-like AC-13

Гранулы различного размера в 
S-фазе митоза

Variably sized speckles in S-phase cells 

Положительное 
в поздней S-фазе митоза

Positive in late S-phase

Нет
Negative

Нет
Negative

Нет
Negative

Нет
Negative

CENP-F-подобный АС-14
CENP-F like AC-14 

Мелкогранулярное в G2-фазе митоза
Fine granular in G2-phase

Нет
Negative

30-50 точек
30-50 dots 

Диффузное
Diffuse 

Нет
Negative

Нет
Negative
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ТАБЛИЦА 2. ХАРАКТЕРИСТИКА ЯДЕРНЫХ ТИПОВ СВЕЧЕНИЯ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ОКРАШИВАНИЯ РАЗЛИЧНЫХ  
ВНУТРИКЛЕТОЧНЫХ СТРУКТР В ИНТЕРФАЗНЫХ И МИТОТИЧЕСКИХ КЛЕТКАХ

TABLE 2. NUCLEAR PATTERNS DEFINED BY REACTIVITY WITH DISTINCT NUCLEAR COMPARTMENTS IN INTERPHASE  
CELLS AND STAINING OF MITOTIC CELLS

Тип свечения
Pattern

Свечение
Staining 

Свечение
Staining

ядра
of nucleoplasm

ядрышек
of nucleoli

метафазной пластинки
of metaphase chromosomal 

plate 

метафазной цитоплазмы
of metaphase cytoplasm

митотического 
аппарата

of mitotic apparatus

интерфазной цитоплазмы
of interphase cytoplasm

Гомогенный АС-1
Homogenous (AC-1)

Гомогенное
Homogenous +/- Гомогенное

Homogenous
Нет

Negative 
Нет

Negative
Нет

Negative

Гранулярный 
Speckled 

Плотный 
мелкогранулярный АС-2
Dense fine speckled AC-2

Гетерогенные мелкие гранулы
Heterogeneous fine speckles

Нет
Negative

Гетерогенные мелкие 
гранулы

Heterogeneous fine 
speckles

Нет
Negative

Нет
Negative

Нет
Negative

Мелкогранулярный АС-4
Fine speckled AC-4

Одинаковые мелкие гранулы
Uniform fine speckles +/- Нет

Negative
Диффузные мелкие гранулы

Diffuse fine speckles
Нет

Negative
Нет

Negative
Крупногранулярный АС-5
Large/coarse speckled AC-5

Крупные гранулы разного размера
Variably sized large speckles

Нет
Negative

Нет
Negative

Диффузные мелкие гранулы
Diffuse fine speckles

Нет
Negative

Нет
Negative

ДНК-топоизомераза I  
(topo I)-подобный АС-29

DNA-topoisomerase-like  
AC-29

Диффузные мелкие гранулы
Diffuse fine speckles +/-

Интенсивное свечение 
ядрышковых 

организаторов (NOR)
Strong staining of nucleolar 

organizing region (NOR)

Тонкая сеть из перинуклеарной 
области к плазматической 

мембране
Network radiating from the perinuclear 
area towards the plasma membrane

Нет
Negative

Тонкая сеть из 
перинуклеарной области к 
плазматической мембране

Network radiating from the 
perinuclear area towards the 

plasma membrane
Центромерный АС-3
Centromere AC-3 

30-50 точек
30-50 dots 

Нет
Negative

Нет
Negative

30-50 точек
30-50 aligned dots 

Нет
Negative

Нет
Negative

Точки в ядре
Discret nulclear 
dots 

Множественные 
АС-6

Multiple AC-6

10 точек
10 dots 

Нет
Negative

Нет
Negative

Редко встречаются точки
Rarely occasional dots +/- Нет

Negative

Единичные
АС-7

Few AC-7

1-6 точек
1-6 dots 

Нет
Negative

Нет
Negative

Редко встречаются точки
Rarely occasional dots

Нет
Negative

Нет
Negative

Ядрышковый
Nucleolar

Гомогенный
АС-8

Homogenous AC-8

Нет
Negative

Гомогенное
Homogenous

Нет 
Negative

Диффузное гомогенное
Diffuse homogenous

Нет
Negative

Нет
Negative

Глыбчатый
АC-9

Clupmy AC-9

Нет
Negative

Крупногранулярное
Coarse speckled

Крупногранулярное
Coarse speckled +/- Нет

Negative
Нет

Negative

Точечный 
АС-10

Punctate AC-10

Нет
Negative

Мелкогранулярное
Fine speckled

Мелкогранулярное
Fine speckled +/- Нет

Negative
Нет

Negative

Ядерная 
мембрана (ЯМ)
Nuclear envelope 
(NE)

Равномерная 
АС-11

Smooth AC-11

Равномерное свечение ЯМ
Linear staining of NE

Нет
Negative

Нет
Negative

Диффузное
Diffuse 

Нет
Negative

Нет
Negative

Точечная 
АC-12

Punctate AC-12

Точечное свечение ЯМ
Granular staining of NE

Нет
Negative

Нет
Negative

Гомогенное/
плотное мелко-гранулярное

Homogenous/dense fine speckled 
AC-2

Нет
Negative

Нет
Negative

Плеоморфный
Pleomorphic

PCNA-подобный 
АС-13

PCNA-like AC-13

Гранулы различного размера в 
S-фазе митоза

Variably sized speckles in S-phase cells 

Положительное 
в поздней S-фазе митоза

Positive in late S-phase

Нет
Negative

Нет
Negative

Нет
Negative

Нет
Negative

CENP-F-подобный АС-14
CENP-F like AC-14 

Мелкогранулярное в G2-фазе митоза
Fine granular in G2-phase

Нет
Negative

30-50 точек
30-50 dots 

Диффузное
Diffuse 

Нет
Negative

Нет
Negative



1202

Tkachenko O.Yu. et al.
Ткаченко О.Ю. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ТАБЛИЦА 3. ЯДЕРНЫЕ ТИПЫ СВЕЧЕНИЯ: КЛАССИФИКАЦИЯ, АНТИГЕННЫЕ МИШЕНИ, КЛИНИЧЕСКИЕ АССОЦИАЦИИ

TABLE 3. NUCLEAR PATTERNS: NOMENCLATURE, ASSOCIATION WITH SPECIFIC ANTIGENS AND DISEASES

Тип свечения
Pattern 

Синоним
Synonyme 

Ассоциация 
с антигеном

Antigen associations

Ассоциации 
с заболеванием

Disease associations

Гомогенный АС-1
Homogenous АС-1

Диффузное 
свечение ядра

Diffuse 

дсДНК, 
нуклеосомы, 

гистоны
dsDNA, nucleosome, 

histone

СКВ, лекарственная
волчанка, ЮИА

SLE, drug-induced
lupus, JIA

Гранулярный 
АС-2, АС-3,  
АС-4, АС-5
Speckled  
АС-2, АС-3,  
АС-4, АС-5

Плотный 
мелкогранулярный

АС-2
Dense fine speckled 

AC-2

Нет
None DFS70/LEDGF СШ, ССД и СКВ

SS, SSc, SLE

Мелкогранулярный 
АС-4

Fine speckled AC-4

Мелкозернистое 
окрашивание ядра

Fine granular 

SS-A/Ro, SS-B/La, 
Mi-2, TIF1γ, TIF1β, 

Ku

СШ, СКВ, ДМ
SjS, SLE, DM

Крупногранулярный 
АС-5

Large/coarse speckled 
AC-5

Свечение 
сплайсосом, 

свечение 
нуклеарного 

матрикса
Spliceosome/nuclear 

matrix

hnRNP, U1RNP, Sm, 
RNA polimerase III

СЗСТ, СКВ, ССД
 MCTD, SLE, SSc 

ДНК-топоизомераза I 
(topo I) АС-29

DNA topoisomerase I 
АС-29

Scl-70-подобное 
свечение, Scl-
86-подобное 

свечение, ДНК 
Topo-подобное 
свечение ядра

Scl-70-like, Scl-86-
like, DNA Topo-like 

DNA  
topoisomerase I

ССД 
SSc 

Точки в ядре 
АС-6, АС-7
Nuclear dots 
АС-6, АС-7

Центромерный АС-3
Centromere АС-3

Свечение 
кинетохор

 в ядре
Kinetochore

CENP-A/B (C)

Лимитированная 
кожная форма ССД, 

ПБЦ
Limited cutaneous SSc, 

PBC

Множественные АС-6
Multiple AC-6

6-20 точек в ядре, 
свечение NSpI в 
ядре, свечение 

PML телец в ядре
6-20 nuclear dots, 
NSpI, PML bodies

Sp-100, PML,  
MJ/NXP-2

ПБЦ, ДБСТ, ПМ/ДМ
PBC, SARD, PM/DM

Единичные АС-7
Few AC-7

1-6 точек в ядре, 
тельца Кахаля или 

спиралевидные 
тельца

1-6 nuclear dots, 
Cajal bodies (coiled 

body)

p80-coilin, SMN

СШ, СКВ, ССД, ПМ, 
лица без симптомов

SjS, SLE, SSc, 
PM, asymptomatic 

individuals
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Тип свечения
Pattern 

Синоним
Synonyme 

Ассоциация 
с антигеном

Antigen associations

Ассоциации 
с заболеванием

Disease associations

Ядрышковый 
АС-8, АС-9, 
АС-10
Nucleolar АС-8, 
АС-9, АС-10

Гомогенный АС-8
Homogenous АС-8

Нет
None

PM/Scl-75,  
PM/Scl-100, Th/
To, B23/нукле-

офосмин, нуклео-
лин, No55/SC65

PM/Scl-75,  
PM/Scl-100, Th/To,

B23/nucleophosmin, 
nucleolin, No55/

SC65

ССД, перекрестный 
синдром ССД/ПМ

SSc, SSc/PM overlap

Глыбчатый АС-9
Clumpy АС-9

Нет
None

U3-snoRNP/
фибрилларин

U3-snoRNP/fibrillarin

ССД
SSc

Точечный АС-10
Punctate АС-10

Гранулярное 
ядрышковое 

свечение ядра
Nucleolar speckled

РНК полимераза I, 
hUBF/NOR-90

RNA polymerase I, 
hUBF/NOR-90

ССД, СШ
SjS, SSc

Ядерная 
мембрана  
АС-11, АС-12
Nuclear 
envelope 
АС-11, АС-12

Гладкий АС-11
Smooth
АС-11

Периферическое 
свечение ядра, 

мембранное 
свечение ядра

Nuclear rim, nuclear 
membrane

ламины A,B,C, 
или ламин-

ассоциированные 
белки

Lamins A,B,C, or 
lamin-associated 

proteins

СКВ, СШ,
реактивный

артрит
SLE, SjS,reactive

arthritis

Точечный АС-12
Punctate АС-12

Свечение 
пор ядерной 
мембраны

Nuclear membrane 
pores

Протеиновый 
комплекс ядерных

пор (gp210)
Nuclear pore 

complex proteins
(gp210)

ПБЦ
PBC 

Плеоморфный 
АС-13, АС-14
Pleomorphic  
АС-13, АС-14

PCNA АС-13 Нет
None PCNA

СКВ, другие 
состояния

SLE, other condition

CENP-F АС-14 MSA-3,NSp-II
MSA-3, NSp-II CENP-F

Онкологические 
заболевания, другие 

состояния
Cancer, other conditions

Примечание: СКВ – системная красная волчанка, ЮИА - ювенильный идиопатический артрит, ССД – системная 
склеродермия, ПМ – полимиозит, ДМ - дерматомиозит, СШ – синдром Шегрена, ДБСТ – диффузные болезни 
соединительнй ткани, СЗСТ – смешанное заболевание соединительной ткани, ПБЦ – первичный билиарный цирроз.
Note: SLE, systemic lupus erythematosus; SSc, systemic scleroderma; PM, polymyositis; DM, dermatomyositis; SS, Sjogren’s 
syndrome; SARD, systemic autoimmune rheumatic disease; MCTD, mixed connective tissue disease; PBC, primary biliary cirrhosis.

предложено ранее [1], отрицательный тип све-
чения должен определяться экспериментально 
при валидации данного метода каждой лаборато-
рией в группе здоровых лиц. Уровень флюорес-
центного сигнала в значимой степени зависит от 
культуры клеток HEp-2, которая используется 
для производства тест-систем, специфичности 
вторичных антител, качества оптической систе-
мы микроскопа и настройки камеры, разведения 

сыворотки и других переменных параметров ме-
тода.

Ядерные типы свечения
Ядерные типы свечения определяются как 

любое окрашивание ядер интерфазных клеток 
линии HEp-2, независимо от окрашивания кле-
ток в стадии митоза [10]. На основе окрашива-
ния отдельных ядерных компонентов клеток в 
интерфазе, метафазной пластинки и цитоплаз-

Таблица 3 (окончание)
Table 3 (continued)
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Рисунок 3. Гомогенный тип свечения клеток HEP-2 (нРИФ, клеточная линия HEр-2)
Figure 3. Nuclear homogenous pattern of ANA (IIF, HEp-2 cell substrates)

Рисунок 4. Ядерные гранулярные типы свечения (нРИФ, клеточная линия HEр-2)
Figure 4. Nuclear speckled patterns of ANA (IIF, HEp-2 cell substrates)
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мы могут быть выделены 6 основных групп и 11 
подгрупп типов свечения (табл. 2). Соответству-
ющая номенклатура главным образом основана 
на особенностях флюоресценции, наблюдаемой 
в нуклеоплазме и ядерных структурах (см. цен-
тромеры или ядрышки). К компетентному уров-
ню анализа относится оценка следующих типов 
свечения: гомогенный (АС-1), плотный мелко-
гранулярный (АС-2), гранулярный (АС-4, АС-5, 
АС- 29), центромерный (АС-3) и ядрышковый 
(АС-8, АС-9, АС-10). Исторически сложившиеся 
в лабораторной практике синонимы отдельных 
типов свечения приведены в таблице 3. В эту та-
блицу также включены ассоциации типов свече-
ния с антигенной специфичностью и заболева-
ниями, при которых они могут быть определены.

Гомогенный тип свечения (АС-1) характеризу-
ется диффузным и однородным окрашиванием 
ядра (рис. 3). При высоком титре антител на-
блюдается более выраженное окрашивание на 
внешнем контуре ядер в интерфазе. Метафазная 
пластинка митотических клеток также одно-
родно окрашена. Цитоплазма в интефазных и 
митотических клетках обычно отрицательная. 
Гомогенное окрашивание связано с антителами, 
направленными против компонентов хроматина, 
а именно дсДНК, гистонов и/или нуклеосом. 

Ядерный гранулярный тип свечения (АС-2, 
АС- 4, АС-5, АС-29) встречается наиболее часто 
(рис. 4). Мелко- или крупногранулярные типы 
свечения, различия которых основаны на раз-
мере гранул в ядрах интерфазных клеток, реко-
мендуется дифференцировать только при экс-
пертном уровне квалификации специалистов. 
Крупногранулярное свечение (АС-5) характе-
ризуется выявлением плотных гранул среднего 
размера и присутствием более крупных гранул 
по всей нуклеоплазме клеток в интерфазе. Как 
правило, ядрышки и митотический хроматин не 
окрашены. При мелкогранулярном типе свече-
ния (АС-4) выявляется свечение мелких, иногда 
очень плотных, равномерно распределенных гра-
нул в ядре. Ядрышки могут быть как окрашены 
(например, анти-SS-B/ La или анти-Ku антите-
ла), так и не окрашены. Митотическая пластин-
ка обычно отрицательная, за некоторыми ис-
ключениями, например, при наличии антител к 
ДНК-топоизомеразе I. При данных типах све-
чения также наблюдается свечение цитоплазмы. 
Важно дифференцировать плотный мелкогра-
нулярный (АС-2) тип свечения от гомогенного 
и гранулярного свечений ядра. Отдельно важно 
идентифицировать тип свечения DFS70 характе-
ризуется уникальным плотным и неоднородным 
гранулярным окрашиванием как ядра клеток в 
интерфазе, так и метафазной пластинки. Еще 
одна отличительная особенность этого типа све-

чения – это неоднородность размера, яркости и 
плотности гранул в ядре [7, 31]. Этот комбини-
рованный тип свечения считается клинически 
значимым, поскольку указывает на низкую веро-
ятность системного аутоиммунного заболевания 
[20, 23, 24, 26].

Центромерный тип свечения (АС-3) считает-
ся разновидностью типов свечения точек в ядре 
(рис. 5). Этот легко узнаваемый тип свечения 
должен выявляться всеми клиническими лабо-
раториями и, следовательно, относится к компе-
тентному уровню оценки АНФ. Центромерный 
тип свечения характеризуется множественны-
ми однородными отдельными точками, распре-
деленными по всему ядру. Отдельные крупные 
гранулы (40-80 в клетке) локализуются в ядрах 
интерфазных клеток, а в митотических клетках 
располагаются в месте расположения веретена 
деления. Ядрышки обычно не окрашены, хотя 
иногда гранулы могут группироваться в пределах 
нуклеолярной области. Антицентромерные анти-
тела взаимодействуют с белками, локализован-
ными в кинетохорах хромосом. 

Свечение множественные точек в ядре (АС-6)
характеризуются окрашиванием окрашиванием 
около 10 дискретных точек (часто от 6 до 20), ва-
риабельных по размеру, которые располагаются 
в интерфазных ядрах. Свечение митотической 
пластинки обычно не наблюдается, но выявля-
ется свечение цитоплазмы. Эти ядерные точки 
известны как ядерные тельца промиелоцитарной 
лейкемии (PML) [40, 42]. Данное свечение ассо-
циировано с антителами к аутоантигенам PML, 
Sp100 и недавно описанныму MJ/NXP-2 [9, 40].

Свечение единичных точек в ядре (АС-7) ха-
рактеризуются окрашиванием 1-6 точек в не-
посредственной близости от ядрышек. Клетки 
с большим количеством точек (4-6) находятся в 
поздней фазе S/G2 клеточного цикла. Митотиче-
ская пластинка в делящихся клетках обычно не 
окрашена [4]. Ядерные точки представляют со-
бой тельца Кахаля (ранее известные как спира-
левидные тельца), которые содержат белки p80-
coilin и SMN [3, 34].

Ядерное окрашивание, которое преимуще-
ственно наблюдается в ядрышках интерфазных 
клеток, называется ядрышковым типом свечения 
(AC-8, АС-9, АС-10). Гомогенный ядрышковый 
тип характеризуется диффузным окрашивани-
ем всего ядрышка и значительно менее интен-
сивным окрашиванием нуклеоплазмы (рис. 6). 
Неравномерное окрашивание ядрышек и выяв-
ление кластеров крупных гранул характеризуют 
глыбчатый тип свечения (рис. 6). Антитела, ассо-
циированные с глыбчатым ядрышковым типом 
свечения, направлены против U3 RNP/фибрил-
ларина и окрашивают тельца Кахаля [33]. Точеч-
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Рисунок 5. Центромерный тип свечения ядра и точки в ядре (нРИФ, клеточная линия HEр-2) 
Figure 5. Centromere pattern of ANA (IIF, HEp-2 cell substrates)

Рисунок 6. Ядрышковые тип свечения и свечение ядерной мембраны (нРИФ, клеточная линия HEр-2)
Figure 6. Nucleolar patterns and nuclear envelope pattern of ANA (IIF, HEp-2 cell substrates)

ный ядрышковый тип свечения характеризуется 
плотно распределенными, но отдельными точка-
ми в ядрышках интерфазных клеток. 

Гладкий мембранный тип (АС-11) свечения ха-
рактеризуется гомогенным окрашиванием ядра с 

наибольшей интенсивностью окрашивания его 
внешней оболочки, при отсутствии окрашивания 
метафазных пластинок (рис. 6). При точечном 
мембранном типе свечения (АС-12) ядерная мем-
брана точечно окрашена в интерфазных клетках 

AC-3 AC-3 AC-3 AC-03

AC-6 AC-6 AC-7 AC-7

AC-8 AC-09 AC-10

AC-11 AC-11 AC-12
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с акцентом флуоресценции в местах клеточных 
контактов. 

Как PCNA-подобное (АС-13), так и CENP-F-
подобное свечение (АС-14) считаются подтипа-
ми плеоморфного типа свечения ядра, поскольку 
они демонстрируют характерное окрашивание 
на разных этапах клеточного цикла (рис. 7). При 
PCNA-подобном свечении выявляются гранулы 
разного размера в ядре, которые достигают мак-
симума в интенсивности и плотности окрашива-
ния в S-фазу клеточного цикла (примерно в 30% 
клеток HEp-2). CENP-F-подобный тип свечения 
характеризуется мелкогранулярным свечением 
нуклеоплазмы, но ядрышки интерфазных клеток 
не окрашены. Наблюдается изменение интен-
сивности с наиболее яркого свечения в фазе G2 
до слабого/отрицательного окрашивания в G1 
клеточного цикла. 

Цитоплазматические типы свечения
Цитоплазматические типы свечения характе-

ризуются окрашиванием цитоплазмы культуры 
клеток HEp-2, не ассоциированным со свечени-
ем ядер или митотических клеток. Пять основ-
ных типов свечения – это фибриллярный (АС-
15, АС-16, АС-17), гранулярный (АС-18, АС-19, 
АС-20), митохондриальный (АС-21), полярный 
(АС-22), палочки и кольца (АС-23) – рекоменду-
ется выявлять в клинических лабораториях ком-
петентного уровня. Номенклатура основана на 
характерном варианте окрашивания цитоплаз-
мы (см. фибриллярный или гранулярный типы) 
или цитоплазматических структур (см. палочки 
и кольца). Ассоциации цитоплазматических ти-
пов свечения с аутоантигенами и заболеваниями 
приведены в таблице 4.

Фибриллярный цитоплазматический тип 
свечения (АС-15, АС-16, АС-17) включает окра-
шивание линейных фибрилл, фибриллярных 

филаментов, фибриллярных сегментов. Флю-
оресцентное окрашивание линейных фибрилл 
(AC-15) характеризуется свечением волокон ци-
тоскелета, иногда с небольшими, прерывистыми 
зернистыми отложениями. Антитела, ассоции-
рованные с этим типом свечения, направлены 
против актиновых филаментов, которые рас-
положены вдоль длинной оси клетки. Похожий 
тип свечения наблюдается для антител, направ-
ленных против тяжелой цепи немышечного мио-
зина [48]. Цитоплазматический тип свечения с 
фибриллярными филаментами (AC-16) характе-
ризуется окрашиванием нитей и фибрилл, рас-
пространяющихся от ядерной мембраны в цито-
плазму. К характерным для этого типа свечения 
антигенам относятся виментин и цитокератины. 
Цитоплазматический тип свечения с фибрилляр-
ными сегментами (AC-17) представляет собой 
окрашивание коротких сегментов, периодиче-
ских плотных телец. Плотные тельца обуславли-
вают уникальные сократительные свойства глад-
комышечных клеток. Они представляют собой 
скопление молекул актина на концах тонких ми-
офиламентов вдоль стрессовых волокон (аутоан-
тигены – альфа-актинин, винкулин и тропоми-
озин).

В группе цитоплазматических гранулярных 
типов свечения (АС-18, АС-19, АС-20) можно 
выделить три основных подтипа. Свечение от-
дельных точек (АС-18), известных как GW тель-
ца, которое неравномерно распределено по всей 
цитоплазме, хотя точки, как правило, находятся 
в ближе к ядерной мембране [15]. Цитоплазмати-
ческий плотный мелкогранулярный/гомогенный 
тип свечения (АС-19) представлен однородным, 
гранулярным окрашиванием всей цитоплазмы 
клеток. Аутоантигены, ассоциированные с этим 

Рисунок 7. Плеоморфный тип свечения (нРИФ, клеточная линия HEр-2)
Figure 7. Pleomorphic pattern of ANA (IIF, HEp-2 cell substrates)

AC-13 AC-13

AC-14 AC-14
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ТАБЛИЦА 4. ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКИЕ ТИПЫ СВЕЧЕНИЯ: КЛАССИФИКАЦИЯ, АНТИГЕННЫЕ МИШЕНИ, АССОЦИАЦИИ 
С ЗАБОЛЕВАНИЯМИ

TABLE 4. СYTOPLASMIC PATTERNS: NOMENCLATURE, ASSOCIATION WITH SPECIFIC ANTIGENS AND DISEASE

Тип свечения
Pattern

Синоним
Synonyme

Ассоциация 
с антигеном

Association with 
antigen 

Ассоциации с заболеванием
Association with disease 

Фибриллярный 
АС-15, АС-16, 
АС-17
Fibrillar AC-15, 
AC-16, AC-17

Линейные волок-
на в цитоплазме

АС-15
Linear/actin AC-15

Актин-подоб-
ное свечение 

ядра
Actin-like

Актин, немышеч-
ный миозин

Actin, non-muscle 
myosin

СЗСТ, хронический активный 
гепатит, цирроз печени, миа-

стения гравис, болезнь Крона, 
ПБЦ, продолжительный гемо-

диализ, редко при ДБСТ
MCTD, chronic active  

hepatitis, liver cirrhosis, 
myasthenia gravis,

Crohn’s disease, PBC, long-term
hemodialysis, rare in SARD

Фибриллярные 
нити в цитоплаз-

ме 
АС-16

Filamentous/
microtubules AC-16

Нет
None

Виментин, цито-
кератин
Vimentin, 

cytokeratins

Инфекции или воспали-
тельные процессы, про-

должительный гемодиализ, 
алкогольная болезнь печени, 
ДБСТ, псориаз, здоровые до-

норы
Infectious or inflammatory 

conditions, long-term 
hemodialysis, alcoholic liver 

disease, SARD, psoriasis, healthy 
controls 

Фибриллярные 
сегменты в цито-

плазме АС-17
Segmental AC-17

Нет
None

Альфа-актинин, 
винкулин, тропо-

миозин
Alpha-actinin, 

vinculin, 
tropomyosin

Миастения Гравис, болезнь 
Крона, язвенный колит
Myasthenia gravis, Crohn’s 
disease, ulcerative colitis

Гранулярный 
АС-18, АС-19, 
АС-20
Speckled AC-18, 
AC-19, AC-20

Отдельные точки 
в цитоплазме/GW-
подобные тельца 

в цитоплазме 
АС-18

Discrete dots  
(AC-18)

Свечение 
GW телец в 
цитоплазме, 

свечение 
лизосом в 

цитоплазме
GW body, 
processing 

body, 
lysosome

GW182, Su/Ago2

ПБЦ, ДБСТ, неврологические 
и аутоиммунные состояния
PBC, SARD, neurological and 

autoimmune conditions

Цитоплазмати-
ческий плотный 
мелкогрануляр-

ный АС-19
Dense fine speckled 

(AC-19)

Гомогенное 
свечение ци-

топлазмы
Homogeneous

PL-7, PL-12, ри-
босомальный 

белок P
PL-7, PL-12, 
ribosomal P 

proteins

«Антисинтетазный синдром», 
ПМ/ДМ, СКВ, ювенильная 

СКВ, нейропсихиатрическая 
СКВ

"Anti-synthetase syndrome", 
PM/DM, SLE, juvenile SLE, 

neuropsychiatric SLE

Цитоплазматиче-
ский мелкограну-

лярный АС-20
Fine speckled  

(AC-20)

Гранулярное 
свечение ци-

топлазмы
Speckled

Jo-1/гистидил-
тРНК-синтаза

Jo-1/histidyl-tRNA 
synthetase

«Антисинтетазный синдром», 
ПМ/ДМ, локальная ССД, иди-
опатический плевральный 

выпот
"Anti-synthetase syndrome",  

PM/DM, limited SSc, idiopathic 
pleural effusion
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Тип свечения
Pattern

Синоним
Synonyme

Ассоциация 
с антигеном

Association with 
antigen 

Ассоциации с заболеванием
Association with disease 

Митохондриальный/ 
ретикулярный АС-21 
Reticular/AMA АС-21

Митохон-
дриально-
подобное 

свечение ци-
топлазмы

Mitochondrion-
like

PDC-E2/M2, 
BCOADC-E2, 

OGDC-E2, E1αα 
субъединица 

PDC, E3BP/белок 
X

PDC-E2/M2, 
BCOADC-E2, 

OGDC-E2, E1α 
subunit of PDC, 
E3BP/protein X

Чаще при ПБЦ, ССД, редко 
при ДБСТ

Common in PBC, SSc, rare 
in other SARD

Полярное свечение/комплекс 
Гольджи в цитоплазме
АС-22
Polar/Golgi-like АС-22

Нет
None

Гиантин/ макро-
гольджин, голь-
джин-95/GM130, 
гольджин-160,
гольджин-97,
гольджин-245

Giantin/
macrogolgin, 

golgin-95/GM130, 
golgin-160, 
golgin-97, 
golgin-245

Редко при СШ, СКВ, РА, СЗСТ, 
гранулематозе Вегенера, иди-

опатической мозжечковой 
атаксии, паранеопластиче-

ской мозжечковой дегенера-
ции, вирусных инфекциях
Rare in SjS, SLE, RA, MCTD, 

GPA, idiopathic cerebellar 
ataxia, paraneoplastic cerebellar 

degeneration, viral infections

Палочки и кольца АС-23
Rods and rings АС-23

Нет
None IMPDH2

Пациенты с ХГС после ИФН/
рибавирин терапии, редко 

СКВ, тиреоидит Хашимото и 
здоровые доноры

HCV patients post-IFN/ribavirin 
therapy, rare in SLE, Hashimoto’s 

and healthy controls

Примечание. СЗСТ – смешанное заболевание соединительной ткани, ДБСТ - диффузные болезни соединительной 
ткани, ПБЦ – первичный билиарный цирроз, СШ – синдром Шегрена, СКВ – системная красная волчанка, РА – 
ревматоидный артрит, ХГС – хронический гепатит С.

Note. MCTD, mixed disease of connective tissue; SARD, systemic autoimmune rheumatic disease; PBC, primary biliary cirrhosis; 
SjS, Sjogren’s syndrome; SLE, systemic lupus erythematosus; RA, rheumatoid arthritis, HCV, chronic hepatitis C.

типом свечения, включают PL-7 или PL-12 при 
полимиозите/дерматомиозите, рибосомальные 
P-белки при СКВ (с нейропсихиатрическими 
проявлениями) и аутоиммунном гепатите. Сле-
дует отметить, что определение АНФ не обладает 
достаточной чувствительностью и специфично-
стью для выявления антител к данным антиге-
нам, поэтому для их идентификации необходи-
мо проведение дополнительного тестирования. 
В случае цитоплазматического мелкогрануляр-
ного/гранулярного свечения (АС-20) мелкие гра-
нулы рассеяны в цитоплазме на фоне плотного 
гранулярного или однородного свечения. Данное 
окрашивание обусловлено антителами, направ-
ленными против аминоацил-тРНК-синтетазы, 
преимущественно Jo-1 (гистидил-тРНК синте-

таза). Основными клиническими ассоциациями 
этого типа свечения являются полимиозит/дер-
матомиозит и «антисинтетазный синдром», ко-
торый проявляется миозитом, интерстициальной 
болезнью легких, артритом, синдром Рейно. 

Цитоплазматический митохондриальный тип 
свечения (АС-21) представляет собой характерное 
крупногранулярное нитевидное свечение, про-
стирающееся по цитоплазме от ядерной оболоч-
ки до клеточной мембраны. Основными антиге-
нами антимитохондриальных антител являются 
пируватдегидрогеназный комплекс (ПДК-E2), 
2-оксокислотный дегидрогеназный комплекс с 
разветвленной цепью, 2-оксо-глутаратдегидроге-
назный комплекс, E1α-субъединицы ПДК и E3-
связывающие белки (E3СБ) [27]. Антицентро-

Таблица 4 (окончание)
Table 4 (continued)
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Рисунок 8. Цитоплазматические типы свечения (нРИФ, клеточная линия HEр-2)
Figure 8. Cytoplasmic patterns (IIF, HEp-2 cell substrates)

Рисунок 9. Митотические типы свечения (нРИФ, клеточная линия HEр-2)
Figure 9. Mitotic patterns (IIF, HEp-2 cell substrates)

мерные антитела, анти-Sp100 антитела, антитела 
к ядерной мембране и антитела к GW тельцам ор-
ганизма могут быть иногда выявлены в соче та нии 
с антимитохондриальными антителами (АМА). 

AMA и анти-Sp100 антитела ассоциированы с 
первичными билиарным циррозом и могут выяв-
ляться за несколько лет или даже десятилетий до 
начала заболевания. Сочетание АМА с антицен-

AC-15 AC-16 AC-17

AC-18 AC-19 AC-20

AC-24 AC-25 AC-26

AC-27 AC-28

AC-21 AC-22 AC-23
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ТАБЛИЦА 5. МИТОТИЧЕСКИЕ ТИПЫ СВЕЧЕНИЯ: СИНОНИМЫ, АНТИГЕННЫЕ МИШЕНИ, КЛИНИЧЕСКИЕ АССОЦИАЦИИ

TABLE 5. SYNONYMS FOR MITOTIC PATTERNS AND ASSOCIATION WITH SPECIFIC ANTIGENS AND DISEASES

Тип свечения
Pattern

Синоним
Synonyme

Ассоциация 
с антигеном

Antigen association 

Ассоциации с заболеванием
Disease association 

Цетросомы 
AC-24
Centrosome AC-24

Свечение центриолей
Centrioles

Перицентрин, нинеин, 
Cep250, Cep110

Pericentrin, ninein, 
Cep250, Cep110, 

enolase

Редко при ССД, синдроме 
Рейно, инфекциях (вирусы 

и микоплазмы)
Rare in SSc, Raynaud’s 
phenomenon, infections  
(viral and mycoplasma)

Веретено деления 
AC-25
Spindle fibers AC-25

MSA-2 HsEg5
Редко при ССД, СКВ, 

других ДБСТ
Rare in SjS, SLE, other SARD

NuMA-подобный 
AC-26
NuMA-like AC-26

MSA-1 Центрофилин
Centrophilin

СКВ, ССД, другие
SjS, SLE, other

Межклеточный 
мостик AC-27
Intercellular bridge 
AC-27

Свечение межзональной 
области, свечение телец 

Флемминга
Stem body, midbody

Aurora kinase B, 
CENP-E, MSA-2,  
KIF-14, MKLP-1

Редко при ССД, синдроме 
Рейно, онкологии

Rare in SSc, Raynaud’s 
phenomenon, malignancy

Оболочка 
митотической 
хромосомы 
AC-28
Mitotic chromosome 
coat AC-28

Свечение белка 
хромосомной оболочки/
антигена митотической 

клетки/свечение 
аутоантигена митотической 

хромосомы
Chromosome coat protein, 
dividing cell antigen, mitotic 
chromosome autoantigen 

(MCA)

Модифицированный 
гистон H3, MCA-1

Modified histone H3, 
MCA-1

Редко при дискоидной 
красной волчанке, 

хроническом 
лимфоцитарном лейкозе, 

ССД и ревматической 
полимиалгии

Rare in discoid lupus 
erythematosus, chronic 

lymphocytic leukemia, SjS, and 
polymyalgia rheumatica

Примечание. ССД – системная склеродермия, СКВ – системная красная волчанка, ДБСТ – диффузные заболевания 
соединительной ткани.

Note. SSc, systemic sclerosis; SLE, systemic lupus erythematosus; SARD, systemic autoimmune rheumatic diseases; SjS, 
Sjogren’s syndrome.

тромерными антителами является индикатором 
имеющейся или развивающейся лимитирован-
ной кожной формы системной склеродермии. 

Полярный тип свечения цитоплазмы (АС-22) 
характеризуется гранулярным окрашиванием пе-
ринуклеарно расположенного комплекса, име-
ющего вид «свернутой ленты», с полярным рас-
положением в цитоплазме клетки. Известными 
аутоантигенами при данном типе свечения яв-
ляются гигантин/макрогольджин, гольджин-95/
GM130, гольджин-160, гольджин-97 и голь-
джин-245 [29, 30].

При выявлении типа свечения палочки и кольца 
(АС-23) на HEp-2 клетках наблюдается одна или 
две окрашенные палочковидные или кольцевид-
ные структуры в цитоплазме клетки, основным 
аутоантигеном которых является инозинмоно-
фосфатдегидрогеназа 2 (IMPDH2) [21]. Появле-
ние аутоантител, индуцирующих данный тип све-

чения, обусловлено терапией α-интерфероном и 
рибавирином при гепатите С. 

Митотические типы свечения
Типы свечения, которые характеризуются 

окрашиванием клеточных структур, возника-
ющих во время митоза, классифицируются как 
митотические (рис. 9). В то же время некоторые 
типы свечения, окрашивающие другие клеточ-
ные компоненты, также классифицируются как 
митотические типы свечения, если они приводят 
к характерному свечению митотических струк-
тур. Так, центросомы (АС-24) легко распознают-
ся как два ярких пятна в митотической клетке, 
обычно выровненные по противоположным сто-
ронам метафазной пластинки, но в интерфазных 
клетках они выглядят как одно менее яркое и 
менее специфичное пятно в цитоплазме. NuMA-
подобное свечение (АС-26) характеризуется как 
интенсивное и характерное окрашивание пери-
центриолярной области и митотического верете-



1212

Tkachenko O.Yu. et al.
Ткаченко О.Ю. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

на, а также пятнистое окрашивание интерфазных 
ядер. Ассоциациированные с митотическими ти-
пами свечения аутоантигены и заболевания при-
ведены в таблице 5.

Заключение
В данной статье мы представили все аспекты 

работы Международной Согласительной группы 
по типам свечения АНФ, начиная с 2014 года, 
которые были адаптированы для использования 
в русскоговорящих странах. Номенклатура ICAP 
является естественным продолжением между-
народных рекомендаций по тестированию АНА 
2014 года [1]. Использование единой номенкла-
туры позволяет стандартизировать выдачу ре-

зультатов исследования АНФ между различны-
ми лабораториями и, кроме того, обеспечить их 
перевод на различные языки мира. Информация 
о клинической значимости и антигенной спец-
ифичности типов свечения АНФ может быть ис-
пользована в клинической практике, а также для 
улучшения диагностических и классификацион-
ных критериев. Анализ выявленных типов све-
чения АНФ позволяет спланировать дальнейшее 
серологическое тестирование для уточнения ан-
тигенной специфичности АНА. Таким образом, 
стандартизация распознавания типов свечения 
АНФ способствует улучшению диагностики и 
тактики дальнейшего серологического обследо-
вания пациентов с системными аутоиммунными 
заболеваниями.
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УСПЕШНЫЙ ОПЫТ ДОЛГОСРОЧНОЙ ПРОФИЛАКТИКИ НАО 
ПРИ БЕРЕМЕННОСТИ НАТИВНЫМ С1-ИНГИБИТОРОМ. 
КЛИНИЧЕСКОЕ НАБЛЮДЕНИЕ
Демина Д.В.1, Макеева А.О.1, Куделя Л.М.2, Новикова Е.В.2,  
Козлов В.А.1
1 ФГБНУ«Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии, 
г. Новосибирск, Россия 
2 Новосибирская государственный областная клиническая больница, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Наследственный ангионевротический отек (НАО) – это орфанное генетическое заболева-
ние с аутосомно-доминантным типом наследования, распространенность которого составляет при-
мерно 1:50 000 без достоверных различий в разных этнических группах. Основными клиническими 
проявлениями НАО являются рецидивирующие отеки слизистых оболочек и глубоких слоев дермы 
различной локализации, в том числе жизнеугрожающей. Немаловажно отметить то, что отеки при 
НАО не сопровождаются уртикарными высыпаниями и зудом, так как в развитии данного заболева-
ния задействованы совершенно иные патогенетические механизмы и медиаторы. К развитию отеков 
приводит повышенное высвобождение медиатора брадикинина (низкомолекулярного нанопептида, 
вызывающего увеличение проницаемости сосудистой стенки и экстравазацию плазмы) вследствие 
дефицита (НАО 1-го типа) или нарушения функциональной активности (НАО 2-го типа) ингиби-
тора С1-эстеразы (С1-ИНГ). При этом около 20% случаев НАО обусловлены спонтанной мутаци-
ей. Также описаны единичные случаи НАО, обусловленные мутациями генов ангиопоэтина, плаз-
миногена или фактора Хагемана. Симптомы данного заболевания, как правило, манифестируют в 
детстве, ухудшаются в подростковом возрасте и персистируют на протяжении всей жизни. Наиболее 
часто триггерами отеков при НАО являются стрессы, травмы и медицинские вмешательства, однако 
приступы могут возникать спонтанно, без связи с теми или иными провоцирующими факторами. 
Беременность может оказывать различное влияние на течение заболевания. В результате гормональ-
ных изменений у женщин во время беременности возможно ухудшение течения заболевания с уча-
щением приступов ангионевротических отеков, отсутствие значимой динамики течения НАО или 
достижении клинической ремиссия даже в условиях полной отмены терапии. У пациенток с НАО 
при беременности антифибринолитическая терапия имеет низкую эффективность, а использование 
аттенуированных андрогенов и антагонистов брадикининовых рецепторов противопоказано, что су-
щественно сужает круг терапевтических возможностей. В настоящее время, несмотря на отсутствие 
рандомизированных клинических исследований, в качестве первой линии терапии НАО при бере-
менности рекомендуется использовать нативный С1-ингибитор в связи с его высокой эффективно-
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стью и безопасностью. С1- ингибитор является препаратом выбора как для купирования приступов, 
так и для краткосрочной/долгосрочной профилактики. Данное клиническое наблюдение демонстри-
рует вариант ухудшения течения наследственного ангионевротического отека у пациентки во время 
беременности. В статье описан успешный опыт долгосрочной профилактики НАО нативным С1- ин-
гибитором во время беременности, родов и раннего послеродового периода у пациентки, прежде не 
получавшей лечение.

Ключевые слова: наследственный ангионевротический отек, беременность, долгосрочная профилактика

SUCCESSFUL LONG-TERM PROPHYLAXIS OF HEREDITARY 
PREGNANCY-ASSOCIATED ANGIOEDEMA WITH PLASMA-
DERIVED C1-INHIBITOR CONCENTRATE: A CASE REPORT
Demina D.V.a, Makeeva A.O.a, Kudelya L.M.b, Novikova E.V.b,  
Kozlov V.A.a
a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Novosibirsk Regional Clinical Hospital, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Hereditary angioedema (HAE) is a rare autosomal dominant disease caused by quantitative (type I) 
or functional (type II) deficiency in C1 esterase inhibitor (C1-INH). It may be caused by new mutations in 
up to 20% of patients. Prevalence of HAE is uncertain but is estimated to be approximately 1 case per 50,000 
persons, without known differences among ethnic groups. C1-INH protein is a serine protease inhibitor that 
is important in controlling vascular permeability by acting on the initial phase of the complement activation, 
blood clotting, and fibrinolysis. Deficiency in functional C1-INH protein permits release of bradykinin, a 
key mediator of vascular permeability. Symptoms typically begin since childhood, worsening at puberty, and 
persist throughout the life, with unpredictable clinical course. The patients with HAE suffer from recurrent, 
acute attacks of edema that can affect any body sites, causing potentially life-threatening disorders (laryngeal 
edema). Results of clinical studies show that minor traumas, stress and medical interventions may be frequent 
precipitants of swelling episodes, but many attacks occur without an apparent cause. Pregnancy-associated 
hormonal changes may affect the course of C1-INH angioedema attacks by worsening, improving, or having 
no impact at all, but a higher percentage of pregnant women experienced an increase in C1-INH-HAE 
attack rates. Therapeutic options for patients with HAE are limited during pregnancy. C1-INH concentrate 
is recommended as the first-line therapy for pregnant women with HAE for on-demand treatment, short-
term and long-term prophylaxis, due to its safety and efficiency. Other therapies, e.g., treatment with fresh 
frozen plasma, androgens, icatibant, antifibrinolytics, may show variable efficacy, or cause undesirable side 
effects. The case below illustrates the successful treatment of HAE in a pregnant woman with C1 esterase 
inhibitor (C1- INH) concentrate. This patient had a very mild course of HAE during her lifetime and didn’t 
get any treatment. During pregnancy, she experienced a significant increase in the frequency of attacks, and 
the decision was made to start replacement therapy with a plasma-derived, double virus-inactivated C1-INH 
concentrate as a long-term prophylaxis throughout the full term of her pregnancy, before, during and after the 
cesarean section delivery.

Keywords: hereditary angioedema, pregnancy, long-term prophylaxis

Актуальность
Наследственный ангионевротический отек 

(НАО) – это орфанное генетическое заболева-
ние с аутосомно-доминантным типом наследо-
вания и приблизительной распространенностью 
1:50 000 [5, 15]. Более 95% составляют случаи с 
дефицитом/нарушением функции С1-ИНГ, свя-
занные с мутацией в гене SERPING1. При этом 

НАО с абсолютным дефицитом С1-ингибитора 
обозначается как НАО 1-го типа, а НАО с на-
рушением функциональной активности С1-
ингибитора – как НАО 2-го типа. Около 20% 
случаев НАО обусловлены спонтанной мутаци-
ей. Отдельно выделяют несколько редко встре-
чающихся типов НАО с нормальным уровнем и 
функциональной активностью С1-ингибитора, 
обусловленные мутациями генов ангиопоэтина, 
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плазминогена или фактора Хагемана. Основны-
ми клиническими проявлениями НАО являются 
рецидивирующие отеки слизистых оболочек и 
глубоких слоев дермы различной локализации, в 
том числе жизнеугрожающей (отеки гортани, ор-
ганов брюшной полости) [3]. К развитию отеков 
приводит повышенное высвобождение медиато-
ра брадикинина (низкомолекулярного нанопеп-
тида, вызывающего увеличение проницаемости 
сосудистой стенки и экстравазацию плазмы) [10]. 
Симптомы НАО широко варьируются по часто-
те, локализации и тяжести, не зависят от типа 
заболевания, и, как правило, течение заболева-
ние является непредсказуемым даже у пациен-
тов, длительно находящихся под наблюдением 
врача и получающих адекватную терапию [12]. 
Во время беременности, течение НАО с дефици-
том/нарушением функции С1-ингибитора может 
значительно ухудшиться вследствие гиперэстро-
гении, однако в некоторых случаях отмечается 
ремиссия или отсутствие изменений [13]. При 
этом зачастую ухудшение течения заболевания 
связано с самостоятельной отменой препаратов 
для долгосрочной профилактики НАО при на-
ступлении беременности [14]. Даже у одной и той 
же женщины при разных беременностях может 
наблюдаться отличная динамика течения забо-
левания [1]. Неосложненные естественные роды 
редко провоцируют НАО, однако рекомендует-
ся интенсивное наблюдение за родильницей как 
минимум в течение первых 72 часов послеродо-
вого периода. Грудное вскармливание часто ас-
социировано с учащением абдоминальных атак и 
отеков лица, при этом отменять его не рекомен-
дуется исходя из неоспоримой пользы для ребен-
ка. Кесарево сечение, как и другие оперативные 
вмешательства, особенно при необходимости 
проведения эндотрахеального наркоза, часто 
служит триггером возникновения ангионевроти-
ческих отеков с жизнеугрожающей локализаци-
ей. Во всех вышеуказанных случаях необходимо 
иметь препараты для купирования приступов, 
а при оперативном вмешательстве – проводить 
краткосрочную профилактику согласно суще-
ствующим стандартам [6, 7, 8, 13].

В некоторых случаях при ухудшении течения 
заболевания во время беременности (учащение 
приступов более одного раза в месяц, невозмож-
ность купировать приступы в домашних усло-
виях, возниконовение ангионевротических от-
еков жизнеугрожающих локализаций) показана 
долгосрочная профилактика. Для длительной 
профилактической терапии НАО используются 
антифибринолитики (транексамовая кислота), 
аттенуированные андрогены (даназол) и С1-
ингибитор. При этом во время беременности 
антифибринолитическая терапия имеет низкую 

эффективность и ряд ограничений, использова-
ние аттенуированных андрогенов не рекомен-
дуется из-за высокой частоты нежелательных 
лекарственных реакций, а также негативного 
влияния на плод. Исходя из этого в качестве пре-
парата выбора рекомендуется использовать на-
тивный С1-ингибитор [9]. В Российской Феде-
рации в настоящее время зарегистрирован один 
препарат нативного С1-ингибитора – Беринерт 
(Berinert® P, ZLB Behring, Марбург, Германия).
Так как НАО является очень редким заболева-
нием, данные литературы об опыте применения 
нативного С1-ингибитора при беременности 
ограничены клиническими наблюдениями и не-
сколькими обсервационными исследованиями, в 
связи с чем описание каждого подобного клини-
ческого случая является крайне актуальным. 

Описание случая
Пациентка А., 1984 года рождения, обрати-

лась на консультацию к аллергологу-иммунологу 
в октябре 2018 года с жалобами на учащение при-
ступов периферических отеков до 2 раз в неделю 
во время 1-го триместра беременности. 

Из анамнеза: в возрасте 3 лет впервые по-
явились периферические отеки на стопах и го-
ленях. У врача не наблюдалась, не проходила 
обследование, не получала терапию. Триггерами 
отеков выступали ушибы, ОРВИ. В семье воз-
никновение спонтанных периферических отек-
ов наблюдалось у родственников по отцовской 
линии. В 2012 году возник эпизод выраженного 
отека лица, отек гортани с неполным наруше-
нием дыхания после экстракции зуба, терапия 
глюкокортикостероидами, антигистаминными 
препаратами не была эффективна. Впервые об-
ратилась к аллергологу-иммунологу, которым 
был установлен диагноз «наследственный ангио-
невротический отек 1-го типа», подтвержденный 
лабораторными данными: снижение уровня С1-
ингибитора до 3,7 г/л (норма 23-41 г/л) и актив-
ности С1-ингибитора до 8,2% (норма 70-130%) в 
клинике иммунопатологии НИИФКИ. Лечение 
не проводилось. 

По причине участившихся отеков во время бе-
ременности было принято решение о долгосроч-
ной профилактике НАО препаратом нативного 
С1-ингибитора (Berinert®) по схеме: 1000 МЕ в/в 
струйно 1 раз в 4 дня. На фоне терапии рецидивов 
отеков не было. В январе 2019 года выполнена 
операция кесарево сечение. 

Из акушерско-гинекологического анамнеза: 
Беременность 3. Роды 2. Предыдущие бере-

менности протекали без приступов ангионев-
ротических отеков. Первые роды оперативные, 
своевременные – плановое кесарево сечение. 
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Краткосрочная профилактика НАО перед опера-
тивным вмешательством не проводилась. Насто-
ящие роды 23.01.2019 года, своевременные, опе-
ративные, проводилось кесарево сечение. Перед 
родоразрешением вводился в/в струйно натив-
ный С1-ингибитор 1500 МЕ и интраоперационно 
1000 МЕ. Также в/в струйно вводилось 1000 МЕ 
нативного С1-ингибитора на 5-е сутки после ро-
доразрешения.

Роды и послеоперационный период протека-
ли без осложнений и без рецидивов отеков. По-
мимо С1-ингибитора получала стандартное ле-
чение: Окситоцин 5 ЕД в/м 2 раза в день 6 дней, 
Фрагмин 0,2 п/к 2 раза в день 5 дней, Кетопрофен 
2,0 в/м №4, физиолечение. Ребенок родился до-
ношенным, 8/9 баллов по шкале Апгар. Период 
адаптации протекал без последствий. Вскармли-
вался грудью по требованию. Результаты лабо-
раторных и инструментальных исследований в 
пределах нормы.

В настоящее время ребенок развивается со-
гласно возрасту, находится на грудном вскармли-
вании. Врожденные пороки развития отсутствуют.

Пациентка в настоящее время получает С1-
ингибитором для купирования острых атак. Оте-
ки рецидивируют раз в 2-3 недели.

Обсуждение
В данном клиническом случае представлена 

пациентка с наследственным ангионевротиче-
ским отеком первого типа (по результатам ла-
бораторных исследований снижен как уровень 
С1-ингибитора, так и его функциональная ак-
тивность). Анамнез и клиническая картина до-
статочно характерны для данного заболевания: 
прослеживается аутосомно-доминантный тип 
наследования, первые клинические симптомы 
возникли в раннем детском возрасте, триггера-
ми отеков выступали травмы, вирусные инфек-
ции, малоинвазивные медицинские вмешатель-
ства (экстракция зуба). При этом у пациентки 
наблюдалось достаточно легкое течение НАО 
без абдоминальных атак, с редкими эпизодами 
периферических отеков и отсутствием клиниче-
ских симптомов во время первой беременности и 
оперативного родоразрешения. Во время перво-
го триместра третьей беременности (вторая была 
прервана медикаментозно по желанию пациент-
ки) возникло значимое прогрессирующее ухуд-
шение клинических симптомов заболевания, с 
рецидивами периферических отеков до 2 раз в 
неделю, что подтверждает литературные данные 
о непредсказуемом течении заболевания во время 
беременности [16]. В подобных случаях наиболее 
целесообразно проведение длительной профи-
лактической терапии [9]. Препаратом первой ли-

нии для долгосрочной профилактики НАО при 
беременности является нативный С1-ингибитор, 
обладающий высокой эффективностью и опти-
мальным профилем безопасности [1, 16]. Впер-
вые успешное применение С1-ингибитора для 
купирования приступов НАО при беременности 
описано в 1988 году, однако авторы указывают 
на некоторые ограничения, связанные, в первую 
очередь, с высокой стоимостью и низкой доступ-
ностью препарата [15]. Эффективность профи-
лактического приема нативного С1-ингибитора 
(Berinert®) у беременной женщины впервые 
была показана в 1999 году [11]. В январе 2006 
года в клиническом наблюдении показан опыт 
терапии НАО низкими дозами даназола в соче-
тании с применением С1-ингибитора для купи-
рования приступов. Профилактический прием 
аттенуированных андрогенов не снижал часто-
ту, длительность и интенсивность приступов, в 
результате чего через 6 недель было принято ре-
шение о долгосрочной профилактике нативным 
С1-ингибитором [18]. Для предотвращения и 
купирования приступов НАО при беременности 
однократная оптимальная доза нативного С1-
ингибитора-1000 ЕД, доза 500 ЕД может быть 
неэффективной, особенно во втором и третьем 
триместре, а также при весе беременной более 
60 кг [2]. По результатам обсервационного ис-
следования 39 беременностей у 22 пациенток с 
НАО, получавших С1-ингибитор (разовая доза – 
500-1000 ЕД), как для долгосрочной профилак-
тической терапии, так и для купирования при-
ступов, была показана высокая эффективность 
и отсутствие нежелательных лекарственных 
реакций [4]. Ни в одном исследовании не было 
выявлено негативного влияния на течение бере-
менности или тератогенного действия нативного 
С1-ингибитора. 

Заключение
Данный клинический случай демонстри-

рует высокую эффективность и безопасность 
долгосрочной профилактики наследственно-
го ангионевротического отека нативным С1-
ингибитором (Berinert®) при беременности по 
схеме: 1000 ЕД в/в раз в 4 дня на протяжении 
всей беременности, 1500 ЕД перед оперативным 
родоразрешением, 1000 ЕД интраоперационно 
и 1000 ЕД на третьи сутки послеродового перио-
да. При отсутствии возможности такой терапии 
следует рассмотреть прием антифибринолитиков 
(транексамовая кислота, аминокапроновая кис-
лота) или аттенуированных андрогенов (даназол) 
в сочетании с использованием С1-ингибитора 
или свежезамороженной плазмы для купирова-
ния приступов, что, однако, сопряжено с более 
низкой эффективностью и высокой частотой 
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нежелательных лекарственных реакций. Однако 
схема терапии должна подбираться индивидуаль-
но с учетом особенностей клинического течения 
НАО, беременности и сопутствующих сомати-
ческих заболеваний, а ведение таких пациенток 
должно осуществляться при постоянном взаимо-

действии аллерголога-иммунолога, акушера-ги-
неколога и других специалистов. 
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НА СВЕТЕ ЕСТЬ ТОЛЬКО ОДИН ФАКТОР НЕКРОЗА ОПУХОЛЕЙ
Недоспасов С.А.
ФГБУН «Институт молекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта» Российской академии наук, Москва, 
Россия  
ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия  
Научно-технологический университет «Сириус», г. Сочи, Россия

Резюме. Фактор некроза опухолей (TNF) – важный провоспалительный и иммунорегуляторный 
цитокин с несколькими уникальными защитными и гомеостатическими функциями. Поскольку он 
является медиатором нескольких патологий и участником «цитокинового шторма», то его значение 
для клинической иммунологии состоит в том, что именно этот цитокин является мишенью широко 
применяемой антицитокиновой терапии аутоиммунных и воспалительных заболеваний. В научной 
литературе и многих учебниках TNF часто проходит под обозначением TNFα (альфа), что предпо-
лагает существование хотя бы TNFβ (действительно, этим термином в течение примерно 10 лет в 
80-90 гг. прошлого века называли лимфотоксин). Однако еще 25 лет назад такое обозначение лим-
фотоксина было отменено «по научным показаниям». Следовательно, термин «TNF» и по-русски, 
и по-английски должен использоваться без добавки «альфа». Реагенты на TNFβ, продвигаемые раз-
личными фирмами, просто вводят исследователей в заблуждение.

Ключевые слова: фактор некроза опухолей, лимфотоксин, цитокины, вырожденность

THERE EXISTS ONLY ONE TUMOR NECROSIS FACTOR
Nedospasov S.A.
Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation 
Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation 
Sirius University of Science and Technology, Sochi, Russian Federation

Abstract. Tumor necrosis factor (TNF) is an important proinflammatory and immunoregulatory cytokine 
with several unique protective and homeostatic functions. Since TNF is a mediator of several pathologies and 
is a part of “cytokine storm”, its significance for clinical immunology is due to the fact that this cytokine 
is a target of commonly used anti-cytokine therapy in autoimmune and inflammatory diseases. In scientific 
literature and textbooks TNF is often goes as “TNFα”, implying the existence of at least TNFβ (indeed, such 
term was used for about 10 years in 80s and 90s to designate lymphotoxin). However, already 25 years ago such 
designation of lymphotoxin was cancelled “on scientific grounds”. Therefore, both in Russian and in English 
the term TNF should be used without “alpha”. Labels of the reagents related to TNFβ that are offered by 
commercial companies are misleading. 

Keywords: tumor necrosis factor, lymphotoxin, cytokines, redundancy
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TNF и лимфотоксин исторически являются 
одними из первых цитокинов (наряду с интерфе-
ронами), которые были первоначально охарак-
теризованы как «факторы» на основании своих 
активностей в конкретных экспериментальных 
системах [8, 22]. Слово «фактор» отнюдь не оз-
начало, что речь в каждом случае идет об одной 
молекуле, так что молекулярная идентичность 
этих и многих других цитокинов была установ-
лена только после их очистки, клонирования и 
воспроизведения биологических активностей с 
рекомбинантными белками. Для TNF и лимфо-
токсина это произошло в 1984-1985 гг. [3, 11, 19].

Впоследствии TNF оказался родоначальни-
ком TNF-семейства из примерно 20 родствен-
ных молекул, причем большинство из них были 
«открыты» с помощью биоинформатического 
анализа экспрессионных кДНК библиотек, что 
позволило наработать индивидуальные белки и 
изучить их свойства в конкретных эксперимен-
тальных системах. Параллельно изучалось еще 
большее по размеру семейство рецепторов, род-
ственных рецепторам TNF (TNFR), что позволи-
ло постепенно построить карту взаимодействий, 
которая оказалась достаточной сложной [16].

Как участник молекулярных работ по TNF 
и лимфотоксину, начиная с 1985 года [2], я был 
свидетелем острой полемики на конференциях и 
в литературе по поводу классификации и номен-
клатуры цитокинов этого семейства в частности, 
и в вопросе переименования лимфотоксинa в 
TNFβ, против чего активно возражала Н. Раддл 
из Йельского Университета, впервые описавшая 
активность лимфотоксина [22]. В течение при-
мерно 10 лет считалось, что лимфотоксин – не 
что иное, как растворимый TNF-подобный фак-
тор (т.е. способный вызывать «геморрагический 
некроз опухолей», как и TNF [11]), но произво-
димый лимфоцитами и действующий через те же 
рецепторы, что и классический TNF. Плюс в то 
время господствовало мнение, что тот, кто про-
клонировал ген, и является «царем горы», осо-
бенно если патенты на ген и белок принадлежат 
компании.

Первый момент истины наступил в 1993-
1994 гг., когда был открыт новый ген и белок 
TNF семейства лимфотоксин-бета, образующий 
мембранный комплекс с TNFβ (последний тут 
же было предложено переименовать в лимфо-
токсин-альфа) [6] и новый рецептор семейства 
TNFR, названный LTβR [9], который мог взаи-
модействовать с этим мембранным комплексом 
лимфотоксина.

Второй момент истины наступил тогда, ког-
да были созданы мыши с генетическим дефици-
том по TNF [14, 17, 18], LTα (переименованный 
из TNFβ) [10, 15, 20] и LTβ [4, 12]. Несмотря на 
некоторые отличия в фенотипах нокаутных мы-
шей у разных групп исследователей (это, ско-
рее всего, объясняется техническими аспектами 
(см. [15]), так как все три гена сцеплены между 
собой [1]), общий вывод был очевиден – фено-
тип TNF-дефицитных мышей принципиально 
отличается от фенотипов LTα и LTβ-дефицитных 
мышей (хотя между последними есть некоторые 
различия). Таким образом, и по критерию in vivo 
veritas ни лимфотоксин-альфа, ни лимфотоксин-
бета не должны классифицироваться как TNFβ 
(или TNFγ). Именно TNF, а не какая-то из мо-
лекулярных форм лимфотоксина, является про-
воспалительным цитокином и мишенью анти-
цитокиновой терапии. Интересно, что один из 
клинически применяемых блокаторов TNF чело-
века – этанерцепт – должен блокировать и рас-
творимый LTα [7], но доказательств того, что это 
реально происходит, нет. Отметим, что имеются 
генетические работы, указывающие на уникаль-
ные физиологические функции LTα, не завися-
щие от мембранного комплекса с LTβ [13], в то 
время как публикации о независимой от TNF за-
щитной функции LTα в инфекционном иммуни-
тете [21], скорее всего, ошибочны (см. [5]).

На основании вышесказанного считаю непра-
вильным продолжать именовать TNF в статьях, 
учебниках и диссертациях как TNFα и тем более 
использовать термин TNFβ, даже если коммерче-
ские фирмы продолжают продавать реагенты или 
киты, используя эти устаревшие и вводящие в за-
блуждения термины.
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НАЗАРОВ ПЕТР ГРИГОРЬЕВИЧ
(20.07.1945 – 21.11.2020)

Безвременно оборвалась жизнь известного иммунолога и 
яркой личности, доктора медицинских наук профессора Пе-
тра Григорьевича Назарова. 

Вся научная карьера Петра Григорьевича на протяжении 
50 лет была неразрывно связана с отделом иммунологии Ин-
ститута экспериментальной медицины. Ученик академика 
РАМН В.И.Иоффе и профессора Б.Н.Софронова, он посвя-
тил свою жизнь разработке уникального приоритетного на-
правления – иммунологии белков острой фазы воспаления, 
сформулировал концепцию, предвосхитившую появление ги-
потезы патоген-ассоциированных молекулярных паттернов. 
Около 30 лет П.Г.Назаров возглавлял лабораторию общей им-
мунологии отдела, а в период с 2014 по 2019 гг. П.Г.Назаров 
руководил отделом иммунологии ИЭМ. За последние годы 
под его руководством получены принципиально новые ре-
зультаты, затрагивающие ключевые механизмы иммунологии 
воспаления. Изучение пентраксинов позволило обнаружить 
и охарактеризовать новые лиганды С-реактивного белка. Его 

исследования показали, что пентраксины играют защитную антитоксическую роль на ранних этапах 
инфекции, до появления антител, а С-реактивный белок является не только защитным, но и ате-
рогенным фактором, участвующим в иммунопатологических механизмах развития атеросклероза. 
П.Г.Назаров был автором более 450 публикаций, в том числе 6 монографий, входил в состав редколле-
гий ряда журналов, в том числе журнала «Медицинская иммунология». Одним из детищ стал научный 
журнал «Цитокины и воспаление», бессменным главным редактором которого он был до последних 
дней жизни.  

Петром Григорьевичем была создана новая научная школа. Под его руководством защищено 14 
кандидатских и 3 докторских диссертации. Многие годы он щедро делился своим видением имму-
нологии с молодежью, читал курсы лекций по общей иммунологии, иммунологии воспаления, не-
специфическим факторам резистентности на разных кафедрах и факультетах Санкт-Петербургского 
государственного университета и Первого Санкт-Петербургского государственного медицинского 
университета им. И.П. Павлова. 

В разные годы П.Г.Назаров входил в правление Российского научного общества иммунологов, 
Российского и международного обществ по изучению цитокинов, член международного общества 
атеросклероза, Нью-Йоркской академии наук (1995), ученого совета ФГБНУ «ИЭМ» и диссерта-
ционных советов по защите докторских диссертаций. Удостоен Государственной научной стипендии 
Президиума РАН для выдающихся ученых России (1997–1999), награжден почетной грамотой РАМН 
за плодотворный труд по развитию медицинской науки и здравоохранения (2000). 

Удивительно светлый, добрый и открытый человек, он обладал редким даром собирать вокруг себя 
талантливых исследователей и клиницистов, бескорыстно делиться с ними своими нетривиальны-
ми идеями, опиравшимися на его безграничную эрудицию и глубокое знание нашей специальности. 
В Петре Григорьевиче потрясающе сочетались научная принципиальность с человеческой добротой и 
неконфликтностью, умение найти общий язык с любым собеседником и готовность помочь в любой 
житейской ситуации. 

Светлая память о нашем Учителе, Профессионале и Друге навсегда останется с нами.

Ученики, коллеги и друзья 
Петра Григорьевича Назарова
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УСЛОВИЯ КОНКУРСА

Вознаграждение:

Премия статье-победителю установлена в размере 150000 (сто пятьдесят тысяч) рублей, которые 
будут переведены первому автору из фонда конкурса. Технические детали выплаты вознаграждения 
будут согласованы с автором после завершения конкурса и объявления победителя. Вознаграждение 
за остальные места (2е, 3е и т.д.) не предполагается, однако результаты отбора будут вывешены на 
сайте РНОИ и размещены в Российском иммунологическом журнале.

Требования к работам, присылаемым на конкурс:

• На конкурс 2021 года принимаются статьи, вышедшие после 1 января 2019 и до 1 января 2021 
года. От одного автора принимается только 1 работа; серийные и обзорные статьи не рассматриваются. 

• В статьях должны быть представлены новейшие результаты исследований в области экспери-
ментальной и клинической иммунологии. Статьи должны носить фундаментальный характер и со-
держать принципиально новые для мировой иммунологии данные.

• Приветствуется представление данных на стыке наук, например: иммунология-физика; имму-
нология-химия; иммунология-генетика и др.

• Основные результаты, представленные в статье, должны быть получены в исследовательских 
организациях, расположенных на территории России. Статьи должны быть опубликованы в россий-
ских иммунологических журналах: Российский иммунологический журнал и Медицинская иммуно-
логия.

• Работы будут оцениваться комиссией из 7 человек, ведущих иммунологов страны. Результаты 
конкурса будут размещены на сайте РНОИ и в ведущих российских журналах иммунологического 
профиля. В случае не присуждения премии из-за отсутствия достойной статьи, конкурс переносится 
на следующий год.

• Работы на конкурс должны быть представлены в виде pdf-файла-копии вышедшей статьи и 
электронной ссылки на статью в базе данных РИНЦ (elibrary.ru). Конкурсные материалы должна со-
провождать справка из секретариата РНОИ о членстве в обществе с уплатой годовых членских взно-
сов не менее, чем за последние 3 года.

• Материалы направляются по электронной почте на 2 адреса: vakoz40@yandex.ru и 
immunopharmacology@yandex.ru. Отправитель должен в обязательном порядке получить подтверж-
дение получения материалов. Бумажные копии статей (по желанию авторов) могут быть направлены 
по адресу: 630099, г. Новосибирск, ул. Ядринцевская 14, НИИ фундаментальной и клинической им-
мунологии на имя академика В.А. Козлова, научного руководителя института, почетного вице-пре-
зидента РНОИ. 

Глубокоуважаемые коллеги!

Российское научное общество иммунологов (РНОИ) имеет 
честь пригласить Вас принять участие в Конкурсе на лучшую 
опубликованную научную работу в области иммунологии, 
посвященном 30-летию РНОИ.

СРОК ОКОНЧАНИЯ ПРИЕМА РАБОТ – 1 ИЮНЯ 2021 г. 

Организаторы планируют сделать конкурс ежегодным, в связи с этим мы приглашаем к со-
трудничеству спонсоров и меценатов!

Medical Immunology (Russia)/ 
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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 
специ фических реактивов или оборудова-
ния, как правило, помещаются в разделе 
«Материалы и методы».

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

которые имеют безусловную новизну и значимость. 
Эти статьи проходят ускоренное рецензирование 
и публикуются в короткие сроки. Общий объем 
краткого сообщения ограничен 8 машинописны-
ми страницами, количество рисунков и/или таблиц 
не может быть более 3, а список использованных 
литературных источников не должен превышать 15. 
Титульный лист оформляется, как описано выше. 

Разделы краткого сообщения аналогичны вышео-
писанным разделам оригинальной статьи, но не вы-
деляются заголовками и подзаголовками, результа-
ты могут быть изложены вместе с обсуждением. 

Обзорные статьи и лекции
Обзорные статьи и лекции в основном заказы-

ваются редакцией или могут быть рекомендованы 
одним из членов редколлегии. Более подробную 
информацию о правилах оформления этих статей 
можно узнать в редакции
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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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