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МЕЗЕНХИМНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ: КРАТКИЙ ОБЗОР 
КЛАССИЧЕСКИХ ПРЕДСТАВЛЕНИЙ И НОВЫХ ФАКТОРОВ 
ОСТЕОГЕННОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ
Юрова К.А.1, Мелащенко Е.С.1, Хазиахматова О.Г.1,  
Малащенко В.В.1, Мелащенко О.Б.1, Шунькин Е.О.1, Норкин И.К.1,  
Хлусов И.А.1, 2, 3, Литвинова Л.С.1
1 ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет имени И. Канта», г. Калининград, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Томск, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский Томский политехнический университет», г. Томск, Россия

Резюме. Молекулярно-генетические механизмы, сигнальные пути, условия, факторы и маркеры 
остеогенной дифференцировки мезенхимных стволовых клеток (МСК) активно изучаются, несмотря 
на то, что считаются одними из наиболее исследованных направлений в области клеточных техно-
логий. Во многом это обусловлено накопившимися противоречиями в, казалось бы, классических 
знаниях, а также постоянным обновлением результатов в анализируемой области. В связи с этим мы 
сосредоточили внимание на основных классических представлениях и некоторых новых факторах 
и механизмах, оказывающих заметное регуляторное влияние на дифференцировочный потенциал 
постнатальных МСК. В обзоре рассматривается значение источника получения МСК для реализа-
ции их дифференцировочного потенциала, роль клеточного микроокружения. Освещаются вопро-
сы классификации, терминологии и функциональной активности МСК из различных источников. 
Описаны молекулярно-генетические факторы и сигнальные пути дифференцировки МСК; рассмо-
трены как классические участники остеогенеза с описанием их новых функциональных свойств, так 
и новые молекулы, способные участвовать в процессах костеобразования. Отмечено, что данные об 
основных генах, задействованных в процессе остеогенеза, крайне противоречивы. Проанализирован 
паракринный потенциал МСК в механизмах регенерации тканей; отмечено важнейшее значение вос-
паления в остеогенезе, в частности присутствие в очаге повреждения воспалительных цитокинов и 
хемокинов, продуцируемых не только клетками микроокружения, но и клетками крови, в том числе 
мононуклеарными лейкоцитами, мигрирующими в очаг повреждения. Важная роль в настоящем об-
зоре отведена рассмотрению биомеханических сигналов и особенностей влияния конформационных 
изменений клеточного цитоскелета (формы клетки) на дифференцировку МСК, так как морфологи-
ческие особенности клеток и структура цитоскелета модулируется взаимодействием клеточной по-
верхности с факторами окружающей среды, включая гидростатическое давление, поток жидкости, 
нагрузка на сжатие/растяжение. Представлены данные о том, что эластичность экстрацеллюлярного 
матрикса является одним из определяющих факторов клеточной дифференцировки. Сделано заклю-
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чение о необходимости перехода от точечного изучения эффектов отдельных генов к множественным 
измерениям генно-регуляторного профиля и биомолекул, ответственных за реализацию многочис-
ленных, полностью не изученных остеогенных факторов эндогенного и экзогенного происхождения. 
Одним из краеугольных направлений в будущих (эпи)генетических исследованиях будет решение во-
проса о том, реализуются ли остеомодулирующие эффекты через специфические сигнальные пути 
и/или имеется перекрестный сигналинг с известными генами остеогенной дифференцировки МСК.

Ключевые слова: источник клеток, гены, факторы транскрипции, маркеры дифференцировки, цитокины, хемокины, 
механотрансдукция

MESENCHYMAL STEM CELLS: A BRIEF REVIEW OF 
CLASSIS CONCEPTS AND NEW FACTORS OF OSTEOGENIC 
DIFFERENTIATION 
Yurova K.A.a, Melashchenko E.S.a, Khasiakhmatova O.G.a, 
Malashchenko V.V.a, Melashchenko O.B.a, Shunkin E.O.a, Norkin I.K.a, 
Khlusov I.A.a, b, c, Litvinova L.S.a
a I. Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  
b Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation  
c National Research Tomsk Polytechnic University, Tomsk, Russian Federation 

Abstract. Molecular genetic mechanisms, signaling pathways, cultural conditions, factors, and markers of 
osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells (MSC) are actively studied despite numerous works in 
this area of cellular technologies. This is largely due to the accumulating contradictions in seemingly classical 
knowledge, as well as permanent updating of the results in the field. In this regard, we focused on the main 
classical concepts and some new factors and mechanisms that have a noticeable regulatory effect on the 
differentiation potential of postnatal MSCs. The present review considers the significance of MSC sources for 
their differentiation capacity, as well as the role of the cellular microenvironment. The issues of classification, 
terminology, and functional activity of MSCs from various sources are discussed. The paracrine potential of 
MSCs in tissue regeneration has been considered; sufficient importance of inflammation in osteogenesis is 
noted, in particular, the presence of inflammatory cytokines and chemokines in the lesion focus, produced 
not only by microenvironmental cells but also by blood cells, including mononuclear leukocytes, migrating 
to the affected site. An important role in this review is given to biomechanical signals and to influence of 
conformational changes in cell cytoskeleton (cell shape) upon MSC differentiation, since the morphological 
features of cells and the structure of cytoskeleton are modulated by interactions of the cell surface with 
environmental factors, including hydrostatic pressure, fluid flow, compression/stretching loads. The data are 
presented concerning elasticity of extracellular matrix being a determining factor of cell differentiation. We 
conclude that one should switch from point studies of individual gene effects to multiple measurements of 
the gene-regulatory profile and biomolecules responsible for multiple, still poorly studied osteogenic factors 
of endogenous and exogenous origin. Among cornerstones in future (epi)genetic studies will be to decide if 
osteomodulatory effects are realized through specific signaling pathways and/or via cross-signaling with known 
genes controlling osteogenic differentiation of MSCs.

Keywords: cell source, genes, transcription factor, differentiation markers, cytokines, chemokines, mechanotransduction

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Совета по грантам Президента Российской 
Федерации (НШ-2495.2020.7; СП-4193.2021.4).

Введение
Мезенхимные стволовые клетки (МСК) 

взрослого человека являются важным клеточ-
ным ресурсом для тканевой инженерии и ре-

генеративной медицины, что объясняется их 
способностью к самоподдержанию популяции, 
пластичностью к дифференцировке в различных 
направле ниях [8, 74]. МСК классически диффе-
ренцируются в 4 ортодоксальных направлениях: 
остеобласты, хондробласты, адипоциты и фибро-
бласты [98], а также в другие типы клеток [46, 98]. 
МСК чаще всего выделяют из костного мозга, 
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жировой ткани и периферической крови [124]. 
Кроме того, их источником могут быть мышцы, 
кожа, легкие, поджелудочная железа, печень 
и другие ткани взрослого организма [22, 26, 74, 
124]. Несмотря на то, что МСК, полученные из 
разных тканей, обладают общими характеристи-
ками, их биологическая активность и некоторые 
маркеры различаются [62].

МСК находятся на различных стадиях испыта-
ний в различных клинических приложе ниях [53, 
62]. Тем не менее их биологические свойства до 
сих пор полностью не изучены. Одним из препят-
ствий применения МСК в регенеративной ме-
дицине и тканевой инженерии является их спо-
собность к спонтанной дифференцировке при 
продолжительной экспансии in vitro [84].

С другой стороны, при исследовании in vitro 
дифференцировки МСК человека в четырех 
классических направлениях (остео-, хондро-, 
фибро- и адипогенном), отмечается высокая (бо-
лее чем двукратная в сравнении со зрелыми клет-
ками) экспрессия 148 генов и 9 факторов транс-
крипции. При этом выключение (knockdown) 
одного из факторов cпомощью специфичных 
siРНК лишь частично ослабляет дифференци-
ровку МСК [64]. Изучение ключевых аспектов 
молекулярной биологии МСК необходимо для 
развития фундаментальных и клинических ис-
следований [62].

Молекулярно-генетические механизмы, сиг-
нальные пути, факторы и маркеры остеогенной 
дифференцировки МСК являются активно из-
учаемыми и изученными направлениями ис-
следований в области клеточных технологий. 
Щелочная фосфатаза (Alkaline phosphatase, ALP) 
считается классическим ранним маркером осте-
областов, синтезирующих минерализованный 
костный матрикс [143]. Тем не менее ее экспрес-
сия не всегда транслируется в конечные этапы 
остеогенной дифференцировки [59].

По-видимому, для стимуляции пролиферации 
и/или дифференцировки МСК и регенерации 
стромы требуется несколько сигналов, например, 
известное сочетание глюкокортикоидов, аскор-
биновой кислоты и бета-глицерофосфата для 
остеогенной дифференцировки МСК. Такими 
сигналами являются, кроме того, концентрация 
кислорода [48], компоненты экстрацеллюлярно-
го матрикса (ЭЦМ), клеточное микроокружение 
и многие другие, мало изученные или неизвест-
ные раздражители [58].

В связи с этим в настоящем обзоре мы сосре-
доточились на анализе основных классических 
представлений, а также некоторых новых фак-
торах и механизмах, оказывающих регуляторное 
влияние на дифференцировочный потенциал 
постнатальных МСК.

Влияние источника получения МСК на реализа-
цию их дифференцировочного потенциала

Костный мозг является наиболее исследо-
ванным источником МСК. За последнее деся-
тилетие многие исследования документально 
подтвердили возможность получения стволовых 
клеток/клеток-предшественниц с биологической 
характеристикой МСК из других тканей взросло-
го человека, таких как кожа [90], плацента [97], 
пуповинная кровь [4, 97], пуповинная ткань [87], 
жировая ткань [69], пульпа зуба и молочные 
зубы [2, 69, 138], тестикулы и мозг [18, 66] (рис. 1, 
см. 3-ю стр. обложки). 

Имеются данные о том, что МСК, полученные 
из разных тканей, составляют гетерогенный пул 
клеток, в связи с чем возникла необходимость в 
разработке стандартов для характеристики МСК. 
Такие стандарты были предложены в 2006 году 
Международным обществом клеточной терапии 
в качестве минимальных критериев для опреде-
ления МСК [5, 132]. В дальнейшем критерии рас-
пространили на МСК, выделенные из жировой 
ткани [12]. Тем не менее остаются многочислен-
ные вопросы в классификации, терминологии и 
функциональной активности МСК из различных 
источников.

Дифференцировка МСК в одном из орто-
доксальных направлений и функциональные 
свойства определяются во многом источником 
их получения [127], т.е. свойствами микроокру-
жения. Например, МСК, полученные из кости 
(Bone marrow stromal cells, BMSCs), более склон-
ны к дифференцировке в остеогенном направ-
лении [43]; в культуре BMSCs отмечается более 
высокая (в сравнении с МСК из жировой ткани) 
активность ALP, экспрессия ранних и поздних 
генов остеогенной дифференцировки [6, 43, 112, 
134]. МСК, полученные из синовиальной мем-
браны, дифференцируются предпочтительно в 
хондрогенном направлении [67, 131, 137]. 

В свою очередь, МСК жировой ткани 
(Adipose-Derived Stem Cells, ASCs) дифференци-
руются, в большей степени, в ангиогенном, чем 
в остеогенном направлении [13]. В то же время 
в ряде других исследований остеогенная диффе-
ренцировка ASCs in vitro превосходила таковую 
для BMSCs с точки зрения отложения кальция в 
ЭЦМ и экспрессии генов [13, 45, 70, 100]. Кроме 
того, остеогенная способность ASCs увеличива-
лась в динамических условиях культивирования 
и механической стимуляции [96], а также при до-
бавлении фактора роста тромбоцитов [51, 96], ви-
тамина D3 и костного морфогенетического бел-
ка-2 (Bone Morphogenetic Protein 2, BMP-2) [118].

МСК имеют внутренний контроль дифферен-
цировки, поэтому дифференциация МСК в раз-
ные клоны клеток строго регулируется различны-
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ми инструктивными сигналами. Изменение или 
нарушение этой регуляции приводит к патологи-
ческим последствиям, таким как остеопороз или 
фенотип с высокой костной массой [39, 118].

Согласно [101], независимо от источника 
МСК (костный мозг или жировая ткань), ади-
погенез требует более значительных транскрип-
ционных изменений, чем остеогенез. Это соот-
ветствует гипотезе, что остеобласты являются 
специализированными фибробластами [28], по-
этому для индукции остеогенеза требуются толь-
ко энхансеры, тогда как генетическая программа, 
селективная в отношении адипоцитов, в основ-
ном определяется ремоделированием de novo и 
активацией энхансеров. 

Тем не менее до сих пор не идентифицирован-
ными остаются ключевые факторы транскрип-
ции для МСК, такие как плюрипотентные гены 
октамер-4 (octamer-binding transcription factor 4, 
Oct4), ДНК-связывающий фактор транскрипции 
гомеобокса (Nanog) и определяющая пол область 
Y-бокса 2 (sex determining region Y-box 2, Sox2) 
в эмбриональных стволовых клетках; лишение 
каждого из которых приводит к полной потере 
идентичности МСК [74].

Молекулярно-генетические факторы и сигналь-
ные пути дифференцировки МСК

Остеобласты представляют собой костеобра-
зующие клетки, которые синтезируют и минера-
лизуют внеклеточный матрикс. Они дифферен-
цируются из МСК под влиянием факторов роста, 
гормонов, низкомолекулярных веществ и цито-
кинов семейства β-трансформирующего фактора 
роста (Transforming growth factor β, TGF-β). Так, 
например, классический метод дифференциации 
МСК в остеобласты in vitro включает инкубацию 
конфлюэнтного монослоя МСК с аскорбиновой 
кислотой, β-глицерофосфатом и дексаметазоном 
в течение 2-3 недель. Совокупность этих факто-
ров приводит к образованию агрегатов или узел-
ков МСК и увеличивает экспрессию ими ALP, а 
также, с течением времени, накопление и отло-
жение кальция в ЭЦМ [37].

Дифференциация остеобластов из МСК – 
сложный процесс, в котором задействованы раз-
личные факторы. Многочисленные факторы и 
сигнальные молекулы, участвующие в регуляции 
поведения МСК и функционировании остео-
бластных ниш для гемопоэтических стволовых 
клеток, представлены в наших предыдущих об-
зорах [37, 48]. Следует учитывать, что понимание 
процессов функционирования ниши для самих 
МСК, регулирующих направления их коммити-
рования, остаются до сих пор неизвестными [58, 
74]. В текущем обзоре мы сфокусировали внима-
ние как на классических молекулах остеогенеза, 

значение которых активно дополняется и/ или 
пересматривается, так и на некоторых новых 
кандидатах.

Особую роль играют медиаторы суперсемей-
ства TGF-β [103], способствующие ранней хон-
дрогенной и остеобластной дифференцировке, 
за счет увеличения экспрессии мРНК связанно-
го с Runt фактора транскрипции 2 (Runt-related 
transcription factor 2, Runx2). Правильное созре-
вание и функция остеобластов напрямую связана 
с экспрессией двух ключевых факторов транс-
крипции остеобластогенеза: RUNX2 и транс-
крипционного фактора OSTERIX (Transcription 
factor Sp7, OSTERIX) [82]. Подробная информа-
ция о факторе OSTERIX представлена в обзоре 
Krishna M. Sinha и Xin Zhou [115].

Ген Runx2 кодирует факторы транскрипции 
и, как многофункциональный «мастер-ген», ре-
гулирует дифференцировку остеобластов [71]. 
Runx2 экспрессируется в мезенхимных клетках-
предшественницах примерно за 4 дня до появле-
ния остеобластов. Два твист-родственных белка 
Twist 1 и Twist 2 ингибируют ген Runx2 через спе-
циальные домены (так называемые твист-боксы) 
во время развития скелета, через связывание ДНК 
с последовательностью RUNX2 (так называемый 
Runt) и, таким образом, являются антагонистами 
дифференцировки остеобластов. Было показано, 
что экспрессия типичных для остеобластов бел-
ков зависит от снижения активности гена, коди-
рующего основной транскрипционный фактор 
helix-loop-helix (twist) [10]. Напротив, BMP-7 и 
BMP-2 увеличивают экспрессию Runx2 и способ-
ствуют дифференцировке остеобластов [10, 41].

BMPs – это гликопротеины, которые входят в 
семейство TGF-β, ответственны за процессы хе-
мотаксиса, деления и дифференцировки костных 
клеток in vitro и in vivo [133], считаются истинны-
ми остеоиндуктивными молекулами. Вместе с тем 
появляются сообщения, что длительное введение 
рекомбинантного BMP-2 (100-300 нг/мл) в куль-
туру стромальных клеток костного мозга человека 
приводит к повышенной экспрессии соответству-
ющих генов и фактора связывания ядра a 1 (сore-
binding factor a 1, Cbfa1), увеличению активности 
ALP, но не результируется в выраженную мине-
рализацию ЭЦМ [48]. Авторы делают вывод, что 
одного BMP-2 недостаточно для реализации ко-
нечных этапов остеогенеза, связанных с форми-
рованием тканевой структуры.

RUNX2, ALP и остеокальцин (bone Gla 
protein, BGP) являются типичными маркерами 
остеобластов и играют важную роль в остеоге-
незе. На ранней стадии избыточная экспрессия 
RUNX2 способна усилить дифференцировку 
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МСК в направлении остеодифференцировки. 
Кроме того, RUNX2 является основной мише-
нью BMP-зависимого пути и деградирует путем 
убиквитинирования. В отличие от RUNX2 и ALP, 
остеокальцин является реальным маркером осте-
областной дифференцировки на поздних стадиях 
остеогенеза [133]. Тем не менее экспрессия ALP 
на ранних этапах является недостаточным усло-
вием терминальной дифференцировки МСК в 
остеобласты. При этом в культуре МСК человека 
остеокальцин не всегда продуцируется в ответ на 
дексаметазон или BMP-2 [59]. Соответственно, 
авторы делают вывод о пока неизвестных фак-
торах и условиях, необходимых, помимо ALP и 
остеокальцина, для минерализации ЭЦМ.

RUNX2 физически взаимодействует с семей-
ством структурно подобных белков (Similar to 
Mothers Against Decapentaplegic, Smad), в резуль-
тате чего эффект зависит как от изотипа Smad, 
так и от типа клеток. Белки Smad высвобождают-
ся путем связывания рецептор-лиганд TGF-β на 
клеточной мембране и реализуют свою функцию 
в качестве факторов транскрипции за счет вну-
триклеточной передачи сигнала в ядро клетки 
непосредственно на ДНК. В мезенхимных клет-
ках Smad3 оказывает ингибирующее действие 
на RUNX2, тогда как в эпителиальных клетках 
Smad3 активирует RUNX2 [3]. Smad4, с другой 
стороны, опосредует сигналы как от TGF-β, так 
и от BMP [61]. 

Другой группой белков, которые регулируют 
дифференцировку МСК в остеобласты, являются 
трансмембранные белки – нейрогенные белки-
гомологи (Neurogenic locus notch homolog protein, 
Notch). Опосредованное лигандом высвобожде-
ние внеклеточных и внутриклеточных субъеди-
ниц этих гетеродимерных рецепторных белков 
играет важную роль в упорядоченной дифферен-
цировке клеток в контексте органогенеза. Корти-
костероиды, используемые в культуре клеток для 
дифференцировки остеобластов, увеличивают 
экспрессию Notch1 и Notch2 [3, 61].

Несмотря на открытие ключевого RUNX2, а 
также дополнительных – SOX9, активирующего 
транскрипционного фактора 4 (ATF4), активи-
рующего белка (AP1), факторов транскрипции и 
сигнальных путей (Hedgehog, Notch, WNT, BMP, 
FGF), регулирующих развитие остеобластов [76], 
остается много вопросов в отношении регуляции 
дифференцировки МСК. Несмотря на то, что 
роли основных сигналов развития описаны [76], 
до сих пор недостаточно данных для полного по-
нимания, какие сигналы выполняют специфиче-
скую для остеобластов программу дифференци-
ровки. Например, пока нет полного понимания 

сети регуляции генов (gene regulatory network, 
GRN), которая определяет ход дифференциров-
ки клетки в остеобласт. Результаты исследований 
показывают, что фенотип зрелого остеобласта 
может быть связан с вариабельными профилями 
экспрессии генов, что подчеркивает сложность 
идентификации ядра GRN в остеобластах [73]. 
Тем не менее возможно, что технология высо-
копроизводительного секвенирования, приме-
няемая к множеству образцов популяций осте-
областов или отдельных клеток, может помочь 
идентифицировать основную молекулярную 
сигнатуру, общую для всех остеобластов. Такие 
исследования важно объединить с функциональ-
ным анализом для получения представления об 
иерархии GRN.

Далее соответствующие гены, транскрипци-
онные мишени (кодирующие белок или не коди-
рующие белок) для большинства сигналов, неиз-
вестны. Более того, одни и те же сигналы могут 
также запускать события, которые изначально не 
зависят от регуляции транскрипции (в частности 
изменение клеточного метаболизма) и могут вли-
ять на дифференцировку остеобластов; однако 
эти возможности еще предстоит изучить [76].

Биоинформационные исследования послед-
них лет показали, что остеогенез в культуре МСК 
сопровождается усилением экспрессии генов, за-
действованных в организации внеклеточного ма-
трикса, оссификации, отрицательной регуляции 
пролиферации клеток, развитии сосудистой сети, 
положительной регуляции гибели клеток и мета-
болизма тирозина. В то же время регистрирует-
ся подавление экспрессии генов, относящихся к 
клеточному делению, веретену деления, среднему 
телу, метафазным пластинкам, микротрубочкам, 
клеточному циклу и репликации ДНК [73, 76]. 

С другой стороны, данные об основных генах, 
задействованных в процессе остеогенеза, крайне 
противоречивы. Так, сообщается [32], что взаи-
модействия между образованием кости и генами-
концентраторами, обнаруженными исследовате-
лями (Kinesin Family Member 11 (KIF11), polo-like 
kinase 1 (PLK1), Cell division cycle associated 8 
(CDCA8), protein kinase (TTK), cell division cycle 
protein 20 (CDC20) и Non-SMC Condensin I 
Complex Subunit G (NCAPG)), не установлены. 
Изученные авторами гены участвуют в обширной 
пространственной, временной и динамической 
регуляции микротрубочек [32, 65, 146].

В литературе появляются сообщения о новых, 
не подтвержденных генах-кандидатах, предпо-
ложительно участвующих в остеогенезе. Напри-
мер, роль гена топоизомеразы ДНК  2 a (DNA 
Topoisomerase 2 a, TOP2А) в остеогенезе не опре-
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делена [32]. Некоторые исследователи предпола-
гают, что TOP2A экспрессируется в остеобластах 
и что паратиреоидный гормон может подавлять 
пролиферацию остеобластов, частично регулируя 
экспрессию TOP2A [33]. Таким образом, вероят-
но, TOP2A играет роль в формировании остеокла-
стов [139]. Однако ранее Feister и соавт. (1997) со-
общили, что TOP2A не экспрессируется в зрелых 
остеобластах на поверхности трабекул [34].

Выявлена неожиданная связь между остео-
генезом и геном кристаллином-B (CRYAB), об-
наруженным Kulterer B. и соавт. (2007) [65]. Его 
формы представляют собой небольшие белки 
теплового шока и состоят из двух генных про-
дуктов: a-А и a-В. a-А преимущественно огра-
ничивается хрусталиком глаза позвоночных, 
где он поддерживает прозрачность и показатель 
преломления хрусталика, тогда как a-В широко 
экспрессируется во многих тканях и органах [63]. 
Кроме того, в статье Furushima и соавт. (2002) [78] 
описано исследование роли генов-кандида-
тов для генетических детерминант, связанных с 
окостенением задней продольной связки позво-
ночника (OPLL), преобладающей миелопатией 
среди популяции японцев. Гены-кандидаты для 
исследования были получены с помощью кДНК-
анализа микрочипов профилей экспрессии генов 
во время остеобластической дифференцировки 
МСК. Среди 24 генов, идентифицированных в 
анализе микрочипов кДНК, которые могут быть 
связаны с метаболизмом кости, CRYAB был един-
ственным геном, который показал существенные 
признаки сцепления. Далее Lambrecht и соавт. 
(2009) сообщили о снижении экспрессии CRYAB 
в дедифференцированных хондроцитах, что ука-
зывает на то, что CRYAB, возможно, играет роль 
в процессе хондрогенной дифференцировки [68]. 
Исследования данного гена-кандидата [38] по-
зволили также выявить связь CRYAB с остеогене-
зом. И только в 2019 году, в статье [145] авторы 
определили место CRYAB в сигнальном пути Wnt 
в процессе остеогенеза. Согласно данным лите-
ратуры, хондрогенез и остеогенез имеют общие 
пути и регуляцию, в связи с чем могут возникать 
трудности идентификации генов кандидатов. 

Новые исследования помогают найти но-
вые мишени для регуляции дифференцировоч-
ного потенциала МСК. Так, Id4 (Inhibitor of DNA 
Binding 4), найденный как кандидат в маркеры 
позднего остеогенеза, по предположению иссле-
дователей, должен подавляться для продолжения 
процесса остеодифференцировки [65]. Однако 
следующие исследования показали обратную 
картину, в которой недостаток Id4 резко снижал 

дифференцировку остеобластов и стимулировал 
дифференцировку в сторону адипоцитов [79]. 
С другой стороны, нокдаун Id4 в адипоген-инду-
цированных клетках ST2 увеличивал экспрессию 
гена рецепторов активатора пролиферации пе-
роксисом, главного регулятора дифференциров-
ки адипоцитов (Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptor   γ 2, Pparγ2). Аналогичные результаты 
наблюдались в клетках костного мозга бедра и 
голени у мышей с дефицитом Id4 белка [65]. Ме-
ханизм Id4, способствующий дифференцировке 
остеобластов, связан с Id4-опосредованным вы-
свобождением фактора транскрипции Hes1 (hairy 
and enhancer of split-1) из комплексов Hes1-Hey2. 
Hes1 повышает стабильность и транскрипцион-
ную активность Runx2, ключевой молекулы диф-
ференцировки остеобластов, что приводит к по-
вышенной экспрессии генов, специфичных для 
остеобластов [79]. 

Таким образом, молекулярно-генетические 
механизмы дифференцировки МСК в остео-
бласты сложны и являются предметом текущих 
фундаментальных исследований. Несмотря на 
некоторые трудности в дальнейшей идентифи-
кации генов, исследования в масштабе генома с 
использованием секвенаторов следующего поко-
ления позволят по-новому взглянуть на генные 
регуляции, сместив интерес от локальных генных 
регуляций к множественным измерениям генно-
регуляторного ландшафта, который объединяет 
первичные действия регуляторов транскрипции, 
энхансерного ландшафта и трехмерную архитек-
туру хроматина. Раскрытие этого ландшафта даст 
новое понимание поведения МСК и развития ор-
ганизма в целом [47].

Роль воспалительных цитокинов и хемокинов в 
остеогенезе

МСК секретируют большое количество ци-
токинов, которые регулируют воспалительный 
процесс. Однако в литературе все еще недоста-
точно информации относительно полного се-
кретома МСК: довольно редко одновременно 
анализируется более пяти цитокинов/факторов 
роста. Данные, приведенные в литературе, часто 
противоречат друг другу [86]. Еще менее система-
тизированы факты потенциального остеогенного 
эффекта воспалительных цитокинов/хемокинов 
на МСК по ауто- и паракринному механизму ре-
гуляции.

Жизнеспособность и функционирование 
МСК, как и любых других клеток, зависят от ус-
ловий микросреды: повреждение, воспаление, 
гипоксия, опухолевые образования, в том числе 
посредством изменения цитокинового профиля 
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биологических жидкостей и клеток микроокру-
жения, изменяют биологию МСК [101].

Оценка паракринного потенциала МСК из 
разных тканевых источников очень важна, так 
как это является одним из определяющих усло-
вий (наряду с межклеточными контактами) для 
выявления их способности взаимодействовать с 
соседними клетками. МСК являются источни-
ком разнообразных цитокинов и трофических 
факторов (в частности IL-6, IL-8, MCP-1, VEGF, 
OPG и TIMP-2), однако тип и уровень секреции 
цитокинов варьируется в зависимости от ткане-
вого источника [94]. Этот факт свидетельствует в 
пользу того, что специфическое тканевое микро-
окружение (ниша) МСК контролирует их секре-
торную активность. 

Вариабельности секретома МСК посвящено 
значительное количество публикаций. На запрос 
«mesenchymal stem cell secretome» Национальная 
библиотека медицины Национального института 
здоровья США выдала 719 результатов. Посте-
пенно сложилось понимание, что после травмы 
костей, для их эффективной репарации, необ-
ходимо воспаление, оптимальное по амплитуде 
и продолжительности [75]. Так, в исследовании 
мышей с двойным нокаутом гена TNFa (p55-/-/

p75-/-) Gerstenfeld и соавт. [35] показали, что для 
правильного восстановления кости необходимы 
провоспалительные сигналы, так как животные 
не могли инициировать формирование кости и 
имели заметно сниженную экспрессию мРНК 
коллагена 1-го типа и BGP. Xing и соавт. [136] на 
мышах CCR2-/- показали, что воспаление имеет 
решающее значение для заживления костей; при 
нарушении связи хемокинового рецептора CCR2 
с MCP-1 воспаление и заживление костей нару-
шались [36]. Постоянно дискутируется значение 
про- и противовоспалительных и иммуномоду-
ляторных биомолекул для остеодифференциров-
ки МСК и закладки ниш стволовых клеток [36, 
136], для реализации разных этапов остеогене-
за/остеолизиса и ремоделирования кости [36,  
44, 47].

В русле относительно нового формирующего-
ся направления «остеоиммунология» [78, 108], на 
основе собственного опыта, мы сформировали 
таблицу 1, в которой представлены 22 фактора – 
воспалительные цитокины и хемокины с остео-
модулирующими эффектами, описанными в на-
учной литературе.

Таким образом, цитокиновая/хемокиновая 
сеть, формируемая не только МСК, но и клет-
ками тканевого микроокружения и мононукле-
арными лейкоцитами и другими клетками кро-
ви (гранулоциты, тромбоциты), мигрирующими 

в зону воспаления/повреждения [75], способна 
оказывать значительное влияние на остеогенные 
свойства МСК. В то же время пока непонятен, но 
представляет большой интерес вопрос о том, ре-
ализуется ее остеомодулирующий эффект через 
собственные сигнальные пути и/или имеет пере-
крестные молекулярно-генетические связи с из-
вестными генами остеодифференцировки МСК.

Биомеханические сигналы к дифференцировке 
МСК

Понимание того, как МСК, полученные из 
взрослых тканей, реагируют на (био)механиче-
ские сигналы, является важной областью иссле-
дований и имеет значение для тканевой инжене-
рии и регенеративной медицины. По-видимому, 
обширное направление «механотрансдукция» [1, 
7, 40] во многом сложилось и активно развивает-
ся в тесной связи с изучением реакции клеток и 
тканей на разнообразные механические свойства 
и рельеф материалов для медицины [31].

Многочисленные исследования подтвержда-
ют, что механические силы, даже без дополни-
тельных биохимических стимулов, достаточны 
для того, чтобы способствовать дифференци-
ровке и созреванию постнатальных МСК [81]. 
Например, механическая нагрузка в виде цикли-
ческого напряжения или колебательного потока 
жидкости [111], сдвигают баланс процессов ком-
митирования от адипогенеза к остеогенезу и спо-
собствуют формированию костных и мышечных 
тканей in vivo и in vitro [80, 144].

Достижения в понимании генетических и мо-
лекулярных механизмов регуляции физиологии 
остеобластов и остеокластов [92] показали, что од-
ним из факторов, определяющих клеточную диф-
ференцировку, является эластичность ЭЦМ [30].

Клетки существуют в тканях, имеющих ЭЦМ 
разной степени жесткости, от мягкой мозго-
вой ткани до твердой кортикальной кости. 
In vitro было показано, что жесткость матрикса 
или субстрата играет важную роль в регуляции 
дифференцировки МСК [54, 126]. При культи-
вировании клеток на 2D-субстратах, которые 
имитировали жесткость физиологической ней-
рогенной, миогенной и остеогенной среды, МСК 
принимали фенотип, соответствующий жестко-
сти ткани, что продемонстрировано клеточной 
морфологией, маркерами транскрипции и про-
дукцией белка [30]. В аналогичном эксперименте 
МСК, высеянные на мягкие субстраты, обладали 
большим адипогенным и хондрогенным потен-
циалом [95]. В таких 2D-культуральных системах 
жесткость субстрата обычно влияет на морфоло-
гию клеток, тогда как в некоторых 3D-гидрогелях 
МСК сохраняют сферическую морфологию не-
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зависимо от жесткости гидрогеля [106, 129]. Не-
смотря на это, судьба инкапсулированных МСК 
обычно зависит от жесткости гидрогеля, причем 
более жесткие гели поддерживают остеогенез, а 
более мягкие – адипогенез [24, 106].

Несмотря на значительный прогресс в по-
нимании того, что механические сигналы вос-
принимаются и преобразуются в МСК, оказывая 
влияние на их поведение (в том числе на процес-
сы пролиферации и дифференцировки), многие 
механизмы остаются до конца не выясненны-
ми [122].

Еще в 1964 году Curtis и Varde предположи-
ли [21], а в конце XX века доказали значение 
подобных сигналов в контроле клеточного по-
ведения [20]. Морфология МСК и их форма мо-
дулируется взаимодействием поверхности клетки 
с окружающей средой. Недифференцированные 
прилипшие МСК обычно имеют фибробла-
стоподобную форму и хорошо распределяются 
на адгезивной подложке, в то время как любые 
дифференцировочные перестройки взаимосвя-
заны с глубокими преобразованиями клеточной 
формы [82, 91]. Прикрепление клеток и их про-
лиферация зависят от топографии поверхности, 
при этом цитоскелет проявляет более высокое 
напряжение на более грубых [23] или, наоборот, 
наноструктурированных поверхностях [116].

Mitchison и соавт. было показано, что рас-
познавание механических раздражителей проис-
ходит через уникальный механизм, называемый 
механотрансдукцией [107]. Компоненты цито-
скелета являются основными механосенсорами и 
механотрансмиттерами (актин/миозиновый ком-
плекс, микротрубочки) этой системы [81, 111]. 

Spiegelman и Farmer (1982) первыми пока-
зали, что дифференцировка МСК связана с 
перестройкой их цитоскелета [120]. Тогда как 
McBeath и соавт. (2004) убедительно доказали, 
что форма клетки является ключевым регулято-
ром дифференцировки МСК и определяется как 
внутренней конфигурацией цитоскелета, так и 
внешними взаимодействиями с внеклеточным 
матриксом и соседними клетками [115]. На не-
больших островках искусственной поверхности, 
где МСК принимали округлую морфологию, 
преобладал адипогенез, в то время как на более 
крупных участках, где МСК распластывались, 
отмечалась дифференцировка в остеогенном на-
правлении [71]. Более подробно подобные иссле-
дования, относящиеся к поиску количественных 
параметров ниш для МСК, представлены в обзо-
ре [17].

Исследование McBeath и соавт. (2004) также 
продемонстрировало, что форма клетки регу-
лирует активность трансформирующего проте-

ТАБЛИЦА 1. ЦИТОКИНЫ, ФАКТОРЫ РОСТА И 
ХЕМОКИНЫ С ОСТЕОМОДУЛИРУЮЩИМ ПОТЕНЦИАЛОМ 
TABLE 1. CYTOKINES, GROWTH FACTORS AND 
CHEMOKINES WITH OSTEOMODULATORY POTENTIAL
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IL-1 +/-* [7, 86]

IL-1ra + [105]

IL-2 + [141]

IL-4 + [144]

IL-5 ?* [80]

IL-6 +/- [75]

IL-9 ? [15]

IL-10 + [75]

IL-12 + [141]

IL-13 + [25, 86]

IL-17 +/- [75]

TNFaa +/- [7, 86]

IFNγγ - [126]

G-CSF + [54]

GM-CSF + [106]

bFGF + [129]

VEGF + [129]

PDGF-BB + [24]

Eotaxin 
(CCL11) + [117]

Примечание. * – (+/-) эффект противоречивый;  
(?) эффект не установлен согласно цитируемой ссылке. 
** – антагонист рецептора интерлейкина 1 (IL-1ra); фактор 
некроза опухоли альфа (TNFaa), интерферон-гамма (IFNγγ), 
колониестимулирующий фактор гранулоцитов (G-CSF) 
и гранулоцитов/моноцитов (GM-CSF), фактор роста 
фибробластов (FGF), фактор роста эндотелия сосудов 
(VEGF), фактор роста из тромбоцитов (PDGF-BB).

Note. *, (+/-) contradictory effect; (?) the effect is not set 
according to the cited reference. **, interleukin 1 receptor 
antagonist (IL-1ra); tumor necrosis factor alpha (TNFa), 
interferon-gamma (IFNγ), colony-stimulating factor of 
granulocytes (G-CSF) and granulocyte/monocytes (GM-CSF), 
fibroblast growth factor (FGF), vascular endothelial growth 
factor (VEGF), platelet-derived growth factor (PDGF-BB).
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ина RhoA (Ras homolog family member A, RhoA) 
и Rho-ассоциированной протеинкиназы (Rho-
associated protein kinase, ROCK). RhoA является 
ключевым регулятором сократимости, а ROCK – 
эффектором Rho, участвующим в сокращении 
миозина. Ингибирование ROCK способствует 
переключению клонов клеток с остеогенного на 
адипогенный фенотип, в то время как активация 
RhoA в клетках, подвергшихся воздействию ади-
погенной среды, способствует формированию 
остеогенного фенотипа, указывая на то, что кле-
точная сократимость контролирует дифференци-
ровку клонов МСК по остеогенному или адипо-
генному направлению [103, 122].

Prowse P.D. (2013) подтвердили, что топогра-
фия искусственного матрикса способна регули-
ровать остеогенную дифференцировку МСК, 
посредством изменения цитоскелета [99]. Было 
высказано предположение, что распределение 
актинового цитоскелета, в частности нитевид-
ного актина (F-актина), изменяется на шерохо-
ватых поверхностях [77]. Актиновый цитоскелет 
играет важную роль в остеогенной дифференци-
ровке МСК [81], модифицируясь и изменяясь по 
мере того, как МСК дифференцируются в осте-
областы: вместо большого количества тонких 
параллельных микрофиламентных пучков, рас-
пространяющихся по всей цитоплазме в недиф-
ференцированных МСК, появляется несколько 
толстых пучков актиновых нитей, расположен-
ных на периферии дифференцированных кле-
ток [81]. По данным McCafferty M.M. и соавт. 
(2014), жесткость, топография и химия поверхно-
сти могут вызывать ремоделирование цитоскеле-
та и формирование фокальной адгезии, которые 
происходят до этапа дифференцировки МСК, 
через опосредованные интегрином сигнальные 
пути [83].

Изменение цитоскелета может влиять на ор-
ганизацию и распределение органелл и ДНК, 
что регулирует функционирование и жизнедея-
тельность клеток [128]. Shafrir Y. и соавт. (2002) 
установили, что микрофиламенты пересекают 
ядерные поры и соединяются с ядерной мембра-
ной, тем самым обеспечивая путь для прямого 
прохождения сигналов от механических стиму-
лов к хромосомному аппарату [113]. Изменение 
структуры цитоскелета приводит к передаче сиг-
налов в ядро и ассоциируется с активацией ядер-
ных транскрипционных факторов Yes-связанных 
белков (Yes-associated protein, YAP)/PDZ-
связывающими мотивами (PDZ-binding motif, 
TAZ), регулируемых актиновым цитоскелетом, 
что объясняет участие механических стимулов 
в остеогенной дифференцировке МСК [29, 49]. 
Транскрипционные факторы YAP/TAZ участвуют 

в дифференцировке МСК посредством индукции 
ко-активатора RUNX2 – остеобласт-специфиче-
ского транскрипционного фактора, влияюще-
го на экспрессию генов остеодифференциров-
ки [19, 123]. Yang W. и соавт. (2016) убедительно 
продемонстрировали, что различная топография 
поверхности по-разному влияет на активацию 
транскрипционных факторов YAP/TAZ, что при-
водит к изменению уровня относительной экс-
прессии генов остеодифференцировки [140].

Важно отметить, что МСК реагируют не толь-
ко на (био)механические свойства окружающего 
ЭЦМ, но и на внешние механические сигналы, 
такие как поток жидкости, гидростатическое дав-
ление, нагрузка на сжатие, растяжение и скру-
чивание [57]. Было показано, что тип, частота, 
величина и продолжительность таких сигналов 
влияют на дифференцировку МСК [122]. Бо-
лее того, продемонстрировано, что воздействие 
10% циклической растягивающей деформации 
не только увеличивает остеогенный потенциал 
МСК, но также увеличивает экспрессию ангио-
генных факторов [16, 17, 125], что предполагает 
влияние механической нагрузки как на ангиоге-
нез, так и на остеогенез.

Ангиогенез является важным этапом процес-
сов костеобразования в связи с тем, что эндоте-
лиальные клетки (ЭК) играют ключевую роль в 
развитии костей, создавая оптимальное напря-
жение кислорода и концентрацию биомолекул, 
необходимые для остеогенеза во время эндохон-
дральной оссификации. Совместное культиви-
рование человеческих ЭК и МСК увеличивает 
активность щелочной фосфатазы (ранний осте-
огенный маркер) и минерализацию, когда два 
типа клеток находятся в прямом контакте [121].

Таким образом, механизмы дифференцировки 
МСК в остеобласты сложны и являются предме-
том текущих и будущих фундаментальных и кли-
нических исследований. Несмотря на трудности 
в идентификации и интерпретации результатов 
изучения генов и сигнальных путей реализации 
(эпи)генетических эффектов, технологическое 
развитие позволит, по-видимому, сместить ак-
цент от точечного изучения эффектов локальных 
генов к множественным измерениям генно-ре-
гуляторного профиля и биомолекул, ответствен-
ных за реализацию многочисленных, полностью 
не изученных остеогенных факторов эндогенно-
го и экзогенного происхождения. Представляет 
интерес вопрос о том, реализуются ли много-
численные остеомодулирующие эффекты через 
специфические сигнальные пути и/или имеются 
перекрестные связи с известными генами остео-
генной дифференцировки МСК.



216

Yurova K.A. et al.
Юрова К.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Список литературы / References
1. Юрова К.А., Хазиахматова О.Г., Малащенко В.В., Норкин И.К., Иванов П.А., Хлусов И.А., Шунь-

кин  Е.О., Тодосенко Н.М., Мелащенко Е.С., Литвинова Л.С. Клеточно-молекулярные аспекты воспа-
ления, ангиогенеза и остеогенеза. Краткий обзор // Цитология, 2020. № 62. С. 305-315. [Yurova K.A., 
Khaziakhmatova O.G., Malashchenko V.V., Norkin I.K., Ivanov P.A., Khlusov I.A, Shunkin E.O., Todosenko N.M., 
Melashchenko E.S., Litvinova L.S. Cellular and molecular aspects of inflammation, angiogenesis and osteogenesis. 
A brief overview. Tsitologiya = Cytology, 2020, Vol. 62, pp. 305-315. (In Russ.)]

2. Alge D.L., Zhou D., Adams L.L., Wyss B.K., Shadday M.D., Woods E.J. Donor-matched comparison of 
dental pulp stem cells and bone marrow-derived mesenchymal stem cells in a rat model. J. Tissue Eng. Regen. Med., 
2010, Vol. 4, no. 1, pp. 73-81.

3. Alliston T., Choy L., Ducy P., Karsenty G., Derynck R. TGF-beta-induced repression of CBFA1 by Smad3 
decreases cbfa1 and osteocalcin expression and inhibits osteoblast differentiation. EMBO J., 2001, Vol. 20, no. 9, 
pp. 2254-2272.

4. Amati E., Sella S., Perbellini O., Alghisi A., Bernardi M., Chieregato K. Generation of mesenchymal stromal 
cells from cord blood: evaluation of in vitro quality parameters prior to clinical use. Stem Cell Res. Ther., 2017, Vol. 8, 
14. doi: 10.1186/s13287-016-0465-2.

5. Appaix F., Nissou M.-F., van der Sanden B., Dreyfus M., Berger F., Issartel J.-P. Brain mesenchymal stem 
cells: the other stem cells of the brain? World J. Stem Cells., 2014, Vol. 6, no. 2, pp. 134-143.

6. Ardeshirylajimi A., Mossahebi-Mohammadi M., Vakilian S., Langroudi L., Seyedjafari E., Atashi A. 
Comparison of osteogenic differentiation potential of human adult stem cells loaded on bioceramic-coated 
electrospun poly (L-lactide) nanofibres. Cell Prolif., 2015, Vol. 48, no. 1, pp. 47-58.

7. Arron J.R., Choi Y. Bone versus immune system. Nature, 2000, Vol. 408, no. 6812, pp. 535-536.
8. Baker N., Sohn J., Tuan R.S. Promotion of human mesenchymal stem cell osteogenesis by PI3-kinase/

Akt signaling, and the influence of caveolin-1/cholesterol homeostasis. Stem Cell Res. Ther., 2015, Vol. 6, 238.  
doi: 10.1186/s13287-015-0225-8.

9. Bershadsky A.D., Balaban N.Q., Geiger B. Adhesion-dependent cell mechanosensitivity. Annu. Rev. Cell 
Dev. Biol., 2003, Vol. 19, pp. 677-695.

10. Bialek P., Kern B., Yang X., Schrock M., Sosic D., Hong N. A twist code determines the onset of osteoblast 
differentiation. Dev. Cell, 2004, Vol. 6, no. 3, pp. 423-435. 

11. Bieback K., Netsch P. Isolation, Culture, and characterization of human umbilical cord blood-derived 
mesenchymal stromal cells. Methods Mol. Biol. Clifton N.J., 2016, Vol. 1416, pp. 245-258.

12. Bourin P., Bunnell B.A., Casteilla L., Dominici M., Katz A.J., March K.L. Stromal cells from the adipose 
tissue-derived stromal vascular fraction and culture expanded adipose tissue-derived stromal/stem cells: a joint 
statement of the International Federation for Adipose Therapeutics and Science (IFATS) and the International 
Society for Cellular Therapy (ISCT). Cytotherapy, 2013, Vol. 15, no. 6, pp. 641-648.

13. Brennan M.A., Renaud A., Guilloton F., Mebarki M., Trichet V., Sensebé L. Inferior In vivo osteogenesis 
and superior angiogenesis of human adipose-derived stem cells compared with bone marrow-derived stem cells 
cultured in xeno-free conditions. Stem Cells Transl. Med., 2017, Vol. 6, no. 12, pp. 2160-2172.

14. Brouhard G.J., Rice L.M. Microtubule dynamics: an interplay of biochemistry and mechanics. Nat. Rev. Mol. 
Cell Biol., 2018, Vol. 19, no. 7, pp. 451-463.

15. Bryington M., Mendonça G., Nares S., Cooper L.F. Osteoblastic and cytokine gene expression of implant-
adherent cells in humans. Clin. Oral Implants Res., 2014, Vol. 25, no. 1, pp. 52-58.

16. Charoenpanich A., Wall M.E., Tucker C.J., Andrews D.M.K., Lalush D.S., Dirschl D.R. Cyclic tensile strain 
enhances osteogenesis and angiogenesis in mesenchymal stem cells from osteoporotic donors. Tissue Eng. Part A, 
2014, Vol. 20, no. 1-2, pp. 67-78.

17. Charoenpanich A., Wall M.E., Tucker C.J., Andrews D.M.K., Lalush D.S., Loboa E.G. Microarray analysis of 
human adipose-derived stem cells in three-dimensional collagen culture: osteogenesis inhibits bone morphogenic 
protein and Wnt signaling pathways, and cyclic tensile strain causes upregulation of proinflammatory cytokine 
regulators and angiogenic factors. Tissue Eng. Part A, 2011, Vol. 17, no. 21-22, pp. 2615-2627.

18. Choi W.Y., Jeon H.G., Chung Y., Lim J.J., Shin D.H., Kim J.M. Isolation and characterization of novel, highly 
proliferative human CD34/CD73-double-positive testis-derived stem cells for cell therapy. Stem Cells Dev., 2013, 
Vol. 22, no. 15, pp. 2158-2173.

19. Cui C.B., Cooper L.F., Yang X., Karsenty G., Aukhil I. Transcriptional coactivation of bone-specific 
transcription factor Cbfa1 by TAZ. Mol. Cell. Biol., 2003, Vol. 23, no. 3, pp. 1004-1013.

20. Curtis A., Wilkinson C. Topographical control of cells. Biomaterials, 1997, Vol. 18, no. 24, pp. 1573-1583.
21. Curtis A.S., Varde M. Control of cell behavior: topological factors. J. Natl. Cancer Inst., 1964, Vol. 33,  

pp. 15-26.
22. da Silva Meirelles L., Chagastelles P.C., Nardi N.B. Mesenchymal stem cells reside in virtually all post-natal 

organs and tissues. J. Cell Sci., 2006, Vol. 119, no. 11, pp. 2204-2213.



217

Мезенхимные стволовые клетки: краткий обзор
Mesenchymal stem cells: brief review2021, Vol. 23,  2

2021, Т. 23, № 2

23. Dalby M.J., Riehle M.O., Sutherland D.S., Agheli H., Curtis A.S.G. Morphological and microarray analysis 
of human fibroblasts cultured on nanocolumns produced by colloidal lithography. Eur. Cell Mater., 2005, Vol. 9, 
pp. 1-8.

24. de la Riva B., Sánchez E., Hernández A., Reyes R., Tamimi F., López-Cabarcos E. Local controlled release of 
VEGF and PDGF from a combined brushite-chitosan system enhances bone regeneration. J. Control. Release, 2010, 
Vol. 143, no. 1, pp. 45-52.

25. Ding J., Ghali O., Lencel P., Broux O., Chauveau C., Devedjian J.C. TNF-alpha and IL-1beta inhibit RUNX2 
and collagen expression but increase alkaline phosphatase activity and mineralization in human mesenchymal stem 
cells. Life Sci., 2009, Vol. 84, no. 15-16, pp. 499-504.

26. Dodson M.V., Hausman G.J., Guan L., Du M., Rasmussen T.P., Poulos S.P. Skeletal muscle stem cells from 
animals I. Basic cell biology. Int. J. Biol. Sci., 2010, Vol. 6, no. 1, pp. 465-744.

27. Dominici M., Le Blanc K., Mueller I., Slaper-Cortenbach I., Marini F., Krause D. Minimal criteria for 
defining multipotent mesenchymal stromal cells. The International Society for Cellular Therapy position statement. 
Cytotherapy, 2006, Vol. 8, no. 4, pp. 315-317.

28. Ducy P., Schinke T., Karsenty G. The osteoblast: a sophisticated fibroblast under central surveillance. Science, 
2000, Vol. 289, no. 5484, pp. 1501-1504.

29. Dupont S., Morsut L., Aragona M., Enzo E., Giulitti S., Cordenonsi M. Role of YAP/TAZ in 
mechanotransduction. Nature, 2011, Vol. 474, no. 7350, pp. 179-183.

30. Engler A.J., Sen S., Sweeney H.L., Discher D.E. Matrix elasticity directs stem cell lineage specification. Cell, 
2006, Vol. 126, no. 4, pp. 677-689.

31. Ermis M., Antmen E., Hasirci V. Micro and nanofabrication methods to control cell-substrate interactions 
and cell behavior: a review from the tissue engineering perspective. Bioact. Mater., 2018, Vol. 3, no. 3, pp. 355-369.

32. Fan T., Qu R., Yu Q., Sun B., Jiang X., Yang Y. Bioinformatics analysis of the biological changes involved 
in the osteogenic differentiation of human mesenchymal stem cells. J. Cell. Mol. Med., 2020, Vol. 24, no. 14,  
pp. 7968-7978.

33. Feister H.A., Onyia J.E., Miles R.R., Yang X., Galvin R., Hock J.M. The expression of the nuclear matrix 
proteins NuMA, topoisomerase II-alpha, and -beta in bone and osseous cell culture: regulation by parathyroid 
hormone. Bone, 2000, Vol. 26, pp. 227-234.

34. Feister H.A., Swartz D., Odgren P.R., Holden J., Hock J.M., Onyia J. Topoisomerase II expression in osseous 
tissue. J. Cell. Biochem., 1997, Vol. 67, no. 4, pp. 451-465.

35. Gerstenfeld L.C., Cho T.J., Kon T., Aizawa T., Cruceta J., Graves B.D. Impaired intramembranous bone 
formation during bone repair in the absence of tumor necrosis factor-alpha signaling. Cells Tissues Organs, 2001, 
Vol. 169, no. 3, pp. 285-294.

36. Gibon E., Lu L., Goodman S.B. Aging, inflammation, stem cells, and bone healing. Stem Cell Res. Ther., 
2016, Vol. 7, 44. doi: 10.1186/s13287-016-0300-9.

37. Gnecchi M. Mesenchymal Stem Cells: Methods and Protocols. 2nd edition. Humana Press, 2016.
38. Granéli C., Thorfve A., Ruetschi U., Brisby H., Thomsen P., Lindahl A. Novel markers of osteogenic and 

adipogenic differentiation of human bone marrow stromal cells identified using a quantitative proteomics approach. 
Stem Cell Res., 2014, Vol. 12, no. 1, pp. 153-165.

39. Grassel S., Ahmed N. Influence of cellular microenvironment and paracrine signals on chondrogenic 
differentiation. Front. Biosci., 2007, Vol. 12, pp. 4946-4956.

40. Greenblatt M.B., Shim J.-H. Osteoimmunology: a brief introduction. Immune Netw., 2013, Vol. 13, no. 4, 
pp. 111-115.

41. Gu K., Zhang L., Jin T., Rutherford R.B. Identification of potential modifiers of Runx2/Cbfa1 activity in 
C2C12 cells in response to bone morphogenetic protein-7. Cells Tissues Organs, 2004, Vol. 176, no. 1-3, pp. 28-40.

42. Gurkan U.A., Akkus O. The mechanical environment of bone marrow: a review. Ann. Biomed. Eng., 2008, 
Vol. 36, no. 12, pp. 1978-1991.

43. Hart D.A. Why mesenchymal stem/progenitor cell heterogeneity in specific environments? Implications 
for tissue engineering applications following injury or degeneration of connective tissues. J. Biomed. Sci. Eng., 2014, 
Vol. 7, 526. doi: 10.4236/jbise.2014.78054.

44. He N., Zhang L., Cui J., Li Z. Bone marrow vascular niche: home for hematopoietic stem cells. Bone Marrow 
Res., 2014, 128436. doi: 10.1155/2014/128436.

45. Heo J.S., Choi Y., Kim H.-S., Kim H.O. Comparison of molecular profiles of human mesenchymal stem cells 
derived from bone marrow, umbilical cord blood, placenta and adipose tissue. Int. J. Mol. Med., 2016, Vol. 37, no. 1, 
pp.115-125.

46. Herzog E.L., Chai L., Krause D.S. Plasticity of marrow-derived stem cells. Blood, 2003, Vol. 102, no. 10,  
pp. 3483-3493.

47. Hojo H., Chung U.-I., Ohba S. Identification of the gene-regulatory landscape in skeletal development and 
potential links to skeletal regeneration. Regen. Ther., 2017, Vol. 6, pp. 100-107.



218

Yurova K.A. et al.
Юрова К.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

48. Holzwarth C., Vaegler M., Gieseke F., Pfister S.M., Handgretinger R., Kerst G. Low physiologic oxygen 
tensions reduce proliferation and differentiation of human multipotent mesenchymal stromal cells. BMC Cell Biol., 
2010, Vol. 11, 11. DOI: 10.1186/1471-2121-11-11.

49. Hong J.-H., Hwang E.S., McManus M.T., Amsterdam A., Tian Y., Kalmukova R. TAZ, a transcriptional 
modulator of mesenchymal stem cell differentiation. Science, 2005, Vol. 309, no. 5737, pp. 1074-1078.

50. Huebsch N., Arany P.R., Mao A.S., Shvartsman D., Ali O.A., Bencherif S.A. Harnessing traction-mediated 
manipulation of the cell/matrix interface to control stem-cell fate. Nat. Mater., 2010, Vol. 9, no. 6, pp. 518-526.

51. Hung B.P., Hutton D.L., Kozielski K.L., Bishop C.J., Naved B., Green J.J. Platelet-derived growth factor bb 
enhances osteogenesis of adipose-derived but not bone marrow-derived mesenchymal stromal/stem cells. Stem 
Cells Dayt Ohio, 2015, Vol. 33, no. 9, pp. 2773-2784.

52. Hutton D.L., Moore E.M., Gimble J.M., Grayson W.L. Platelet-derived growth factor and spatiotemporal 
cues induce development of vascularized bone tissue by adipose-derived stem cells. Tissue Eng. Part A, 2013, Vol. 19, 
no. 17-18, pp. 2076-2086.

53. Introna M., Lucchini G., Dander E., Galimberti S., Rovelli A., Balduzzi A. Treatment of graft versus host 
disease with mesenchymal stromal cells: a phase I study on 40 adult and pediatric patients. Biol. Blood Marrow 
Transplant., 2014, Vol. 20, no. 3, pp. 375-381.

54. Ishida K., Matsumoto T., Sasaki K., Mifune Y., Tei K., Kubo S. Bone regeneration properties of granulocyte 
colony-stimulating factor via neovascularization and osteogenesis. Tissue Eng. Part A, 2010, Vol. 16, no. 10,  
pp. 3271-3284.

55. Jäger M., Sager M., Knipper A., Degistirici O., Fischer J., Kögler G. In vivo and in vitro bone regeneration 
from cord blood derived mesenchymal stem cells. Orthopade, 2004, Vol. 33, no. 12, pp. 1361-1372.

56. Jiang Y., Jahagirdar B.N., Reinhardt R.L., Schwartz R.E., Keene C.D., Ortiz-Gonzalez X.R. Pluripotency of 
mesenchymal stem cells derived from adult marrow. Nature, 2002, Vol. 418, no. 6893, pp. 41-49.

57. Kelly D.J., Jacobs C.R. The role of mechanical signals in regulating chondrogenesis and osteogenesis of 
mesenchymal stem cells. Birth Defects Res. Part C Embryo Today Rev., 2010, Vol. 90, no. 1, pp. 75-85.

58. Khlusov I.A., Litvinova L.S., Khlusova M.Y., Yurova K.A. Concept of hematopoietic and stromal 
niches for cell-based diagnostics and regenerative medicine (a review). Curr. Pharm. Des., 2018, Vol. 24, no. 26,  
pp. 3034-3054.

59. Kim I.S., Song Y.M., Cho T.H., Park Y.D., Lee K.B., Noh I. In vitro response of primary human bone 
marrow stromal cells to recombinant human bone morphogenic protein-2 in the early and late stages of osteoblast 
differentiation. Dev. Growth Differ., 2008, Vol. 50, no. 7, pp. 553-564.

60. Ko K.S., McCulloch C.A. Intercellular mechanotransduction: cellular circuits that coordinate tissue 
responses to mechanical loading. Biochem. Biophys. Res. Commun., 2001, Vol. 285, no. 5, pp. 1077-1083.

61. Kowanetz M., Valcourt U., Bergström R., Heldin C.-H., Moustakas A. Id2 and Id3 define the potency of cell 
proliferation and differentiation responses to transforming growth factor beta and bone morphogenetic protein. 
Mol. Cell. Biol., 2004, Vol. 24, no. 10, pp. 4241-4254.

62. Kozlowska U., Krawczenko A., Futoma K., Jurek T., Rorat M., Patrzalek D. Similarities and differences 
between mesenchymal stem/progenitor cells derived from various human tissues. World J. Stem Cells, 2019, Vol. 11, 
no. 6, pp. 347-374.

63. Kramps .JA., de Man B.M., de Jong W.W. The primary structure of the B2 chain of human alpha-crystallin. 
FEBS Lett., 1977, Vol. 74, no. 1, pp. 82-84.

64. Kubo H., Shimizu M., Taya Y., Kawamoto T., Michida M., Kaneko E. Identification of mesenchymal stem 
cell (MSC)-transcription factors by microarray and knockdown analyses, and signature molecule-marked MSC in 
bone marrow by immunohistochemistry. Genes Cells, 2009, Vol. 14, no. 3, pp. 407-424.

65. Kulterer B., Friedl G., Jandrositz A., Sanchez-Cabo F., Prokesch A., Paar C. Gene expression profiling of 
human mesenchymal stem cells derived from bone marrow during expansion and osteoblast differentiation. BMC 
Genomics, 2007, Vol. 8, 70. doi: 10.1186/1471-2164-8-70.

66. Kunimatsu R., Nakajima K., Awada T., Tsuka Y., Abe T., Ando K. Comparative characterization of stem cells 
from human exfoliated deciduous teeth, dental pulp, and bone marrow-derived mesenchymal stem cells. Biochem. 
Biophys. Res. Commun., 2018, Vol. 501, no. 1, pp. 193-198.

67. Kwon A., Kim Y., Kim M., Kim J., Choi H., Jekarl D.W. Tissue-specific differentiation potency of mesenchymal 
stromal cells from perinatal tissues. Sci. Rep., 2016, Vol. 6, 23544. doi: 10.1038/srep23544.

68. Lambrecht S., Verbruggen G., Elewaut D., Deforce D. Differential expression of alphaB-crystallin and 
evidence of its role as a mediator of matrix gene expression in osteoarthritis. Arthritis Rheum., 2009, Vol. 60, no. 1, 
pp. 179-188.

69. Li C., Wu X., Tong J., Yang X., Zhao J., Zheng Q. Comparative analysis of human mesenchymal stem cells 
from bone marrow and adipose tissue under xeno-free conditions for cell therapy. Stem Cell Res. Ther., 2015, Vol. 6, 
55. doi: 10.1186/s13287-015-0066-5.



219

Мезенхимные стволовые клетки: краткий обзор
Mesenchymal stem cells: brief review2021, Vol. 23,  2

2021, Т. 23, № 2

70. Li X., Bai J., Ji X., Li R., Xuan Y., Wang Y. Comprehensive characterization of four different populations of 
human mesenchymal stem cells as regards their immune properties, proliferation and differentiation. Int. J. Mol. 
Med., 2014, Vol. 34, no. 3, pp. 695-704.

71. Lian J.B., Javed A., Zaidi S.K., Lengner C., Montecino M., van Wijnen A.J. Regulatory controls for osteoblast 
growth and differentiation: role of Runx/Cbfa/AML factors. Crit. Rev. Eukaryot Gene Expr., 2004, Vol. 14, no. 1-2, 
pp. 1-41.

72. Litvinova L.S., Shupletsova V.V., Yurova K.A., Khaziakhmatova O.G., Todosenko N.M., Malashchenko V.V. 
Secretion of hematopoietic niche signal molecules under conditions of osteogenic differentiation of multipotent 
mesenchymal stromal cells induced by relief calcium phosphate coating. Biochem. Mosc. Suppl. Ser. B Biomed. 
Chem., 2019, Vol. 13, pp. 341-348.

73. Liu F., Malaval L., Aubin J.E. The mature osteoblast phenotype is characterized by extensive plasticity. Exp. 
Cell Res., 1997, Vol. 232, no. 1, pp. 97-105.

74. Liu T.M. Stemness of mesenchymal stem cells. J Stem Cell Ther. Transplant., 2017, Vol. 1, pp. 71-73.
75. Loi F., Córdova L.A., Pajarinen J., Lin T., Yao Z., Goodman S.B. Inflammation, fracture and bone repair. 

Bone, 2016, Vol. 86, pp. 119-130.
76. Long F. Building strong bones: molecular regulation of the osteoblast lineage. Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2011, 

Vol. 13, no. 1, pp. 27-38.
77. Lüthen F., Lange R., Becker P., Rychly J., Beck U., Nebe J.G.B. The influence of surface roughness of titanium 

on beta1- and beta3-integrin adhesion and the organization of fibronectin in human osteoblastic cells. Biomaterials, 
2005, Vol. 26, no. 15, pp. 2423-2440.

78. Maeda S., Nobukuni T., Shimo-Onoda K., Hayashi K., Yone K., Komiya S. Sortilin is upregulated during 
osteoblastic differentiation of mesenchymal stem cells and promotes extracellular matrix mineralization. J. Cell. 
Physiol., 2002, Vol. 193, no. 1, pp. 73-79.

79. Maeda Y., Tsuji K., Nifuji A., Noda M. Inhibitory helix-loop-helix transcription factors Id1/Id3 promote 
bone formation in vivo. J. Cell. Biochem., 2004, Vol. 93, no. 2, pp. 337-344.

80. Magnusson L.U., Hagberg Thulin M., Plas P., Olsson A., Damber J.-E., Welén K. Tasquinimod inhibits 
prostate cancer growth in bone through alterations in the bone microenvironment. Prostate, 2016, Vol. 76, no. 4,  
pp. 383-393.

81. Mathieu P.S., Loboa E.G. Cytoskeletal and focal adhesion influences on mesenchymal stem cell shape, 
mechanical properties, and differentiation down osteogenic, adipogenic, and chondrogenic pathways. Tissue Eng. 
Part B Rev., 2012, Vol. 18, no. 6, pp. 436-444.

82. McBeath R., Pirone D.M., Nelson C.M., Bhadriraju K., Chen C.S. Cell shape, cytoskeletal tension, and RhoA 
regulate stem cell lineage commitment. Dev. Cell, 2004, Vol. 6, no. 4, pp. 483-495.

83. McCafferty M.M., Burke G.A., Meenan B.J. Mesenchymal stem cell response to conformal sputter deposited 
calcium phosphate thin films on nanostructured titanium surfaces. J. Biomed. Mater. Res. A, 2014, Vol. 102, no. 10, 
pp. 3585-3597.

84. Medhat D., Rodríguez C.I., Infante A. Immunomodulatory effects of MSCs in bone healing. Int. J. Mol. Sci., 
2019, Vol. 20, no. 21, 5467. doi: 10.3390/ijms20215467.

85. Menuki K., Mori T., Sakai A., Sakuma M., Okimoto N., Shimizu Y. Climbing exercise enhances osteoblast 
differentiation and inhibits adipogenic differentiation with high expression of PTH/PTHrP receptor in bone marrow 
cells. Bone, 2008, Vol. 43, no. 3, pp. 613-620.

86. Mussano F., Genova T., Petrillo S., Roato I., Ferracini R., Munaron L. Osteogenic differentiation modulates 
the cytokine, chemokine, and growth factor profile of ASCs and SHED. Int. J. Mol. Sci., 2018, Vol. 19, no. 5, 1454. 
doi:  10.3390/ijms19051454.

87. Nagamura-Inoue T., He H. Umbilical cord-derived mesenchymal stem cells: their advantages and potential 
clinical utility. World J. Stem Cells, 2014, Vol. 6, no. 2, pp. 195-202.

88. Niemeyer P., Kornacker M., Mehlhorn A., Seckinger A., Vohrer J., Schmal H. Comparison of immunological 
properties of bone marrow stromal cells and adipose tissue-derived stem cells before and after osteogenic 
differentiation in vitro. Tissue Eng., 2007, Vol. 13, no. 1, pp. 111-121.

89. Ohashi K., Fujiwara S., Mizuno K. Roles of the cytoskeleton, cell adhesion and rho signalling in 
mechanosensing and mechanotransduction. J. Biochem. (Tokyo), 2017, Vol. 161, no. 3, pp. 245-254.

90. Orciani M., Di Primio R. Skin-derived mesenchymal stem cells: isolation, culture, and characterization. 
Methods Mol. Biol. Clifton N.J., 2013, Vol. 989, pp. 275-283.

91. Orr A.W., Helmke B.P., Blackman B.R., Schwartz M.A. Mechanisms of mechanotransduction. Dev. Cell, 
2006, Vol. 10, no. 1, pp. 11-20.

92. Ozdemir T., Bowers D.T., Zhan X., Ghosh D., Brown J.L. Identification of key signaling pathways orchestrating 
substrate topography directed osteogenic differentiation through high-throughput siRNA Screening. Sci. Rep., 2019, 
Vol. 9, 1001. doi: 10.1038/s41598-018-37554-y.



220

Yurova K.A. et al.
Юрова К.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

93. Parekh S.H., Chatterjee K., Lin-Gibson S., Moore N.M., Cicerone M.T., Young M.F. Modulus-driven 
differentiation of marrow stromal cells in 3D scaffolds that is independent of myosin-based cytoskeletal tension. 
Biomaterials, 2011, Vol. 32, pp. 2256-2264.

94. Park C.W., Kim K.-S., Bae S., Son H.K., Myung P.-K., Hong H.J. Cytokine secretion profiling of human 
mesenchymal stem cells by antibody array. Int. J. Stem Cells, 2009, Vol. 2, no. 1, pp. 59-68.

95. Park J.S., Chu J.S., Tsou A.D., Diop R., Tang Z., Wang A. The effect of matrix stiffness on the differentiation 
of mesenchymal stem cells in response to TGF-β. Biomaterials, 2011, Vol. 32, no. 16, pp. 3921-3930.

96. Park S.-H., Sim W.Y., Min B.-H., Yang S.S., Khademhosseini A., Kaplan D.L. Chip-based comparison of 
the osteogenesis of human bone marrow- and adipose tissue-derived mesenchymal stem cells under mechanical 
stimulation. PloS ONE, 2012, Vol. 7, e46689.DOI: 10.1371/journal.pone.0046689.

97. Pelekanos R.A., Sardesai V.S., Futrega K., Lott W.B., Kuhn M., Doran M.R. Isolation and expansion 
of mesenchymal stem/stromal cells derived from human placenta tissue. J. Vis. Exp., 2016, Vol. 112, 54204.  
doi: 10.3791/54204.

98. Prockop D.J. Marrow stromal cells as stem cells for nonhematopoietic tissues. Science, 1997, Vol. 276, 
no. 5309, pp. 71-74.

99. Prowse P.D.H., Elliott C.G., Hutter J., Hamilton D.W. Inhibition of Rac and ROCK signalling influence 
osteoblast adhesion, differentiation and mineralization on titanium topographies. PloS ONE, 2013, Vol. 8, e58898. 
doi: 10.1371/journal.pone.0058898.

100. Rath S.N., Nooeaid P., Arkudas A., Beier J.P., Strobel L.A., Brandl A. Adipose- and bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells display different osteogenic differentiation patterns in 3D bioactive glass-based scaffolds. 
J. Tissue Eng. Regen. Med., 2016, Vol. 10, no. 10, pp. E497-E509.

101. Rauch A., Haakonsson A.K., Madsen J.G.S., Larsen M., Forss I., Madsen M.R. Osteogenesis depends on 
commissioning of a network of stem cell transcription factors that act as repressors of adipogenesis. Nat. Genet., 
2019, Vol. 51, no. 4, pp. 716-727.

102. Rawadi G., Vayssière B., Dunn F., Baron R., Roman-Roman S. BMP-2 controls alkaline phosphatase 
expression and osteoblast mineralization by a Wnt autocrine loop. J. Bone Miner. Res., 2003, Vol. 18, no. 10,  
pp.1842-1853.

103. Roelen B.A.J., ten Dijke P. Controlling mesenchymal stem cell differentiation by TGFBeta family members. 
J. Orthop. Sci., 2003, Vol. 8, no. 5, pp. 740-748.

104. Roostalu J., Surrey T. Microtubule nucleation: beyond the template. Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2017, Vol. 18, 
no. 11, pp. 702-710.

105. Rowland C.R., Glass K.A., Ettyreddy A.R., Gloss C.C., Matthews J.R.L., Huynh N.P.T. Regulation of 
decellularized tissue remodeling via scaffold-mediated lentiviral delivery in anatomically-shaped osteochondral 
constructs. Biomaterials, 2018, Vol. 177, pp. 161-175.

106. Ruef N., Dolder S., Aeberli D., Seitz M., Balani D., Hofstetter W. Granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor-dependent CD11c-positive cells differentiate into active osteoclasts. Bone, 2017, Vol. 97, pp. 267-277.

107. Saidova A.A., Vorobjev I.A. Lineage commitment, signaling pathways, and the cytoskeleton systems in 
mesenchymal stem cells. Tissue Eng. Part B Rev., 2020, Vol. 26, no. 1, pp. 13-25.

108. Schmidt-Bleek K., Kwee B.J., Mooney D.J., Duda G.N. Boon and bane of inflammation in bone tissue 
regeneration and its link with angiogenesis. Tissue Eng. Part B Rev., 2015, Vol. 21, no. 4, pp. 354-364.

109. Schwarz U.S., Erdmann T., Bischofs I.B. Focal adhesions as mechanosensors: the two-spring model. 
Biosystems, 2006, Vol. 83, no. 2-3, pp. 225-232.

110. Sciaudone M., Gazzerro E., Priest L., Delany A.M., Canalis E. Notch 1 impairs osteoblastic cell differentiation. 
Endocrinology, 2003, Vol. 144, no. 12, pp. 5631-5639.

111. Sen B., Xie Z., Case N., Thompson W.R., Uzer G., Styner M. mTORC2 regulates mechanically induced 
cytoskeletal reorganization and lineage selection in marrow-derived mesenchymal stem cells. J. Bone Miner. Res., 
2014, Vol. 29, no. 1, pp. 78-89.

112. Shafiee A., Seyedjafari E., Soleimani M., Ahmadbeigi N., Dinarvand P., Ghaemi N. A comparison between 
osteogenic differentiation of human unrestricted somatic stem cells and mesenchymal stem cells from bone marrow 
and adipose tissue. Biotechnol. Lett., 2011, Vol. 33, no. 6, pp. 1257-1264.

113. Shafrir Y., Forgacs G. Mechanotransduction through the cytoskeleton. Am. J. Physiol. Cell Physiol., 2002, 
Vol. 282, no. 3, pp. 479-486.

114. Shi M., Liu Z., Wang Y., Xu R., Sun Y., Zhang M. A pilot study of mesenchymal stem cell therapy for acute 
liver allograft rejection. Stem Cells Transl. Med., 2017, Vol. 6, no. 12, pp. 2053-2061.

115. Sinha K. M., Zhou X. Genetic and molecular control of osterix in skeletal formation. J. Cell. Biochem., 2013, 
Vol. 114, no. 5, pp. 975-984.

116. Sniadecki N.J., Desai R.A., Ruiz S.A., Chen C.S. Nanotechnology for cell-substrate interactions. Ann. 
Biomed. Eng., 2006, Vol. 34, no. 1, pp. 59-74.

117. Sohn D.H., Jeong H., Roh J.S., Lee H.-N., Kim E., Koh J.H. Serum CCL11 level is associated with radiographic 
spinal damage in patients with ankylosing spondylitis. Rheumatol. Int., 2018, Vol. 38, no. 8, pp. 1455-1464.



221

Мезенхимные стволовые клетки: краткий обзор
Mesenchymal stem cells: brief review2021, Vol. 23,  2

2021, Т. 23, № 2

118. Song I., Kim B.-S., Kim C.-S., Im G.-I. Effects of BMP-2 and vitamin D3 on the osteogenic differentiation of 
adipose stem cells. Biochem. Biophys. Res. Commun., 2011, Vol. 408, no. 1, pp. 126-131.

119. Sonowal H., Kumar A., Bhattacharyya J., Gogoi P.K., Jaganathan B.G. Inhibition of actin polymerization 
decreases osteogeneic differentiation of mesenchymal stem cells through p38 MAPK pathway. J. Biomed. Sci., 2013, 
Vol. 20, 71. doi: 10.1186/1423-0127-20-71.

120. Spiegelman B.M., Farmer S.R. Decreases in tubulin and actin gene expression prior to morphological 
differentiation of 3T3 adipocytes. Cell, 1982, Vol. 29, no. 1, pp. 53-60.

121. Steward A.J., Cole J.H., Ligler F.S., Loboa E.G. Mechanical and vascular cues synergistically enhance 
osteogenesis in human mesenchymal stem cells. Tissue Eng. Part A, 2016, Vol. 22, no. 15-16, pp. 997-1005.

122. Steward A.J., Kelly D.J. Mechanical regulation of mesenchymal stem cell differentiation. J. Anat., 2015, 
Vol. 227, no. 6, pp. 717-731.

123. Stiehler M., Bünger C., Baatrup A., Lind M., Kassem M., Mygind T. Effect of dynamic 3-D culture on 
proliferation, distribution, and osteogenic differentiation of human mesenchymal stem cells. J. Biomed. Mater. 
Res. A, 2009, Vol. 89, no. 1, pp. 96-107.

124. Stocchero I.N., Stocchero G.F. Isolation of stem cells from human adipose tissue: technique, problems, and 
pearls. Adipose Stem Cells and Regenerative Medicine, 2011, pp. 13-18. 

125. Sumanasinghe R.D., Bernacki S.H., Loboa E.G. Osteogenic differentiation of human mesenchymal stem 
cells in collagen matrices: effect of uniaxial cyclic tensile strain on bone morphogenetic protein (BMP-2) mRNA 
expression. Tissue Eng., 2006, Vol. 12, no. 12, pp. 3459-3465.

126. Takayanagi H., Ogasawara K., Hida S., Chiba T., Murata S., Sato K. T-cell-mediated regulation of 
osteoclastogenesis by signalling cross-talk between RANKL and IFN-gamma. Nature, 2000, Vol. 408, no. 6812, 
pp. 600-605.

127. Thiagarajan L., Abu-Awwad H.A.-D.M., Dixon J.E. Osteogenic Programming of Human Mesenchymal 
Stem Cells with Highly Efficient Intracellular Delivery of RUNX2. Stem Cells Transl. Med., 2017, Vol. 6, no. 12,  
pp. 2146-2159.

128. Thomas C.H., Collier J.H., Sfeir C.S., Healy K.E. Engineering gene expression and protein synthesis by 
modulation of nuclear shape. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2002, Vol. 99, no. 4, pp. 1972-1977.

129. Tong X., Chen X., Zhang S., Huang M., Shen X., Xu J. The effect of exercise on the prevention of osteoporosis 
and bone angiogenesis. BioMed. Res. Int., 2019, Vol. 2019, 8171897. doi: 10.1155/2019/8171897.

130. Urist M.R., Strates B.S. Bone morphogenetic protein. J. Dent. Res., 1971, Vol. 50, no. 6, pp. 1392-1406.
131. Wechsler M.E., Hermann B.P., Bizios R. Adult human mesenchymal stem cell differentiation at the cell 

population and single-cell levels under alternating electric current. Tissue Eng. Part C Methods, 2016, Vol. 22, no. 2, 
pp. 155-164.

132. Woo D.-H., Hwang H.S., Shim J.H. Comparison of adult stem cells derived from multiple stem cell niches. 
Biotechnol. Lett., 2016, Vol. 38, no. 5,  pp. 751-759.

133. Wu S., Xiao Z., Song J., Li M., Li W. Evaluation of BMP-2 enhances the osteoblast differentiation of human 
amnion mesenchymal stem cells seeded on nano-hydroxyapatite/collagen/poly(l-Lactide). Int. J. Mol. Sci., 2018, 
Vol. 19, no. 8, 2171. doi: 10.3390/ijms19082171.

134. Wu W., Le A.V., Mendez J.J., Chang J., Niklason L.E., Steinbacher D.M. Osteogenic performance of donor-
matched human adipose and bone marrow mesenchymal cells under dynamic culture. Tissue Eng. Part A, 2015, 
Vol. 21, no. 9-10, pp. 1621-1632.

135. Wu X., Wang W., Meng C., Yang S., Duan D., Xu W. Regulation of differentiation in trabecular bone-derived 
mesenchymal stem cells by T cell activation and inflammation. Oncol. Rep., 2013, Vol. 30, no. 5, pp. 2211-2219.

136. Xing Z., Lu C., Hu D., Yu Y., Wang X., Colnot C. Multiple roles for CCR2 during fracture healing. Dis. Model 
Mech., 2010, Vol. 3, no. 7-8, pp. 451-458.

137. Xu L., Liu Y., Sun Y., Wang B., Xiong Y., Lin W. Tissue source determines the differentiation potentials of 
mesenchymal stem cells: a comparative study of human mesenchymal stem cells from bone marrow and adipose 
tissue. Stem Cell Res. Ther., 2017, Vol. 8, no. 1, 275. doi: 10.1186/s13287-017-0716-x.

138. Yamada Y., Nakamura S., Ito K., Sugito T., Yoshimi R., Nagasaka T. A feasibility of useful cell-based therapy 
by bone regeneration with deciduous tooth stem cells, dental pulp stem cells, or bone-marrow-derived mesenchymal 
stem cells for clinical study using tissue engineering technology. Tissue Eng. Part A, 2010, Vol. 16, no. 6, pp. 1891-900.

139. Yamagishi T., Otsuka E., Hagiwara H. Reciprocal control of expression of mRNAs for osteoclast differentiation 
factor and OPG in osteogenic stromal cells by genistein: evidence for the involvement of topoisomerase II in 
osteoclastogenesis. Endocrinology, 2001, Vol. 142, no. 8, pp. 3632-3637.

140. Yang W., Han W., He W., Li J., Wang J., Feng H. Surface topography of hydroxyapatite promotes osteogenic 
differentiation of human bone marrow mesenchymal stem cells. Mater. Sci. Eng. C Mater. Biol. Appl., 2016, Vol. 60, 
pp. 45-53.

141. Yuan Y., Chen X., Zhang L., Wu J., Guo J., Zou D. The roles of exercise in bone remodeling and in prevention 
and treatment of osteoporosis. Prog. Biophys. Mol. Biol., 2016, Vol. 122, no. 2, pp. 122-130.



222

Yurova K.A. et al.
Юрова К.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

142. Yurova K.A., Khaziakhmatova O.G., Melashchenko E.S., Malashchenko V.V., Shunkin E.O., Shupletsova V.V. 
Cellular and Molecular Basis of Osteoblastic and Vascular Niches in the Processes of Hematopoiesis and Bone 
Remodeling (A Short Review of Modern Views). Curr. Pharm. Des., 2019, Vol. 25, no. 6, pp. 663-669.

143. Zernik J., Twarog K., Upholt W.B. Regulation of alkaline phosphatase and alpha 2(I) procollagen synthesis 
during early intramembranous bone formation in the rat mandible. Differ. Res. Biol. Divers., 1990, Vol. 44, no. 3, 
pp. 207-215.

144. Zheng Z.-W., Chen Y.-H., Wu D.-Y., Wang J.-B., Lv M.-M., Wang X.-S. Development of an accurate and 
proactive immunomodulatory strategy to improve bone substitute material-mediated osteogenesis and angiogenesis. 
Theranostics, 2018, Vol. 8, no. 19, pp. 5482-5500.

145. Zhu B., Xue F., Li G., Zhang C. CRYAB promotes osteogenic differentiation of human bone marrow 
stem cells via stabilizing β-catenin and promoting the Wnt signalling. Cell Prolif., 2020, Vol. 53, e12709.  
doi: 10.1111/cpr.12709.

146. Zwetsloot A.J., Tut G., Straube A. Measuring microtubule dynamics. Essays Biochem., 2018, Vol. 62, no. 6, 
pp. 725-735.

Авторы:

Юрова К.А. – к.м.н., научный сотрудник Центра 
иммунологии и клеточных биотехнологий ФГАОУ ВО 
«Балтийский федеральный университет имени И. Канта», 
г. Калининград, Россия 

Мелащенко Е.С. – младший научный сотрудник Центра 
иммунологии и клеточных биотехнологий ФГАОУ 
ВО «Балтийский федеральный университет имени 
И. Канта», г. Калининград, Россия 

Хазиахматова О.Г. – к.б.н., научный сотрудник 
Центра иммунологии и клеточных биотехнологий 
ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет 
имени И. Канта», г. Калининград, Россия 

Малащенко В.В. – научный сотрудник Центра 
иммунологии и клеточных биотехнологий ФГАОУ ВО 
«Балтийский федеральный университет имени И. Канта», 
г. Калининград, Россия 

Мелащенко О.Б. – научный сотрудник Центра 
иммунологии и клеточных биотехнологий ФГАОУ ВО 
«Балтийский федеральный университет имени И. Канта», 
г. Калининград, Россия 

Шунькин Е.О. – младший научный сотрудник Центра 
иммунологии и клеточных биотехнологий ФГАОУ ВО 
«Балтийский федеральный университет имени И. Канта», 
г. Калининград, Россия 

Норкин И.К. – аспирант медицинского института 
ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет 
имени И. Канта», г. Калининград, Россия 

Хлусов И.А. – д.м.н., главный научный сотрудник 
Центра иммунологии и клеточных биотехнологий 
ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет 
имени И. Канта», г. Калининград; профессор кафедры 
морфологии и общей патологии ФГБОУ ВО 
«Сибирский государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения РФ; 
профессор Исследовательской школы химических 
и биомедицинских технологий ФГАОУ ВО 
«Национальный исследовательский Томский 
политехнический университет», г. Томск, Россия 

Литвинова Л.С. – д.м.н., директор Центра 
иммунологии и клеточных биотехнологий Балтийского 
федерального университета ФГАОУ ВО «Балтийский 
федеральный университет имени И. Канта», 
г. Калининград, Россия 

Authors:

Yurova K.A., PhD (Medicine), Research Associate, Center 
of Immunology and Cellular Biotechnologies, I. Kant Baltic 
Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  

Melashchenko E.S., Junior Research Associate, Center of 
Immunology and Cellular Biotechnologies, I. Kant Baltic 
Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  

Khasiakhmatova O.G., PhD (Biology), Research Associate, 
Center of Immunology and Cellular Biotechnologies, I. Kant 
Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  

Malashchenko V.V., Research Associate, Center of Immunology 
and Cellular Biotechnologies, I. Kant Baltic Federal University, 
Kaliningrad, Russian Federation  

Melashchenko O.B., Research Associate, Center of 
Immunology and Cellular Biotechnologies, I. Kant Baltic 
Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  

Shunkin E.O., Junior Research Associate, Center of 
Immunology and Cellular Biotechnologies, I. Kant Baltic 
Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  

Norkin I.K., Postgraduate Student, Medical Institute, I. Kant 
Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  

Khlusov I.A., PhD, MD (Medicine), Chief Research Associate, 
Center of Immunology and Cellular Biotechnologies, I. Kant 
Baltic Federal University, Kaliningrad; Professor, Department 
of Morphology and General Pathology, Siberian State 
Medical University; Professor, Research School of Chemical 
and Biomedical Technologies, National Research Tomsk 
Polytechnic University, Tomsk, Russian Federation  
 
 
 

Litvinova L.S., PhD, MD (Medicine), Director, Center of 
Immunology and Cellular Biotechnologies, I. Kant Baltic 
Federal University, Kaliningrad, Russian Federation 

Поступила 17.09.2020 
Принята к печати 09.01.2021

Received 17.09.2020 
Accepted 09.01.2021



223

Медицинская иммунология
2021, Т. 23, № 2,  
стр. 223-230
© 2021, СПб РО РААКИ

Обзоры
Reviews

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2021, Vol. 23,  2, pp. 223-230
© 2021, SPb RAACI

1 page

Адрес для переписки:

Жигарев Дмитрий Игоревич
ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский 
медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ
117997, Россия, Москва, ул. Островитянова, 1.
Тел.: 8 (901) 738-97-63.
E-mail: zhigarev.di@gmail.com

Address for correspondence:

Zhigarev Dmitry I.
N. Pirogov Russian National Research Medical University
117997, Russian Federation, Moscow, Ostrovityanov str., 1.
Phone: 7 (901) 738-97-63.
E-mail: zhigarev.di@gmail.com

Образец цитирования: 

Д.И. Жигарев, М.В. Хорева, Л.В. Ганковская 
«Изменение фенотипа и функциональной активности 
NK-клеток у больных миелодиспластическим 
синдромом и острым миелоидным лейкозом под 
влиянием гипометилирующих препаратов» // 
Медицинская иммунология, 2021. Т. 23, № 2. С. 223-230.  
doi: 10.15789/1563-0625-PAF-2145

© Жигарев Д.И. и соавт., 2021

For citation: 

D.I. Zhigarev, M.V. Khoreva, L.V. Gankovskaya 
“Phenotypic and functional changes of NK cells in patients 
with myelodysplastic syndrome and acute myeloid leukemia 
treated with hypomethylating drugs”, Medical Immunology 
(Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2021, Vol. 23, no. 2, 
pp. 223-230.  
doi: 10.15789/1563-0625-PAF-2145

DOI: 10.15789/1563-0625-PAF-2145

ИЗМЕНЕНИЕ ФЕНОТИПА И ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 
АКТИВНОСТИ NK-КЛЕТОК У БОЛЬНЫХ 
МИЕЛОДИСПЛАСТИЧЕСКИМ СИНДРОМОМ И ОСТРЫМ 
МИЕЛОИДНЫМ ЛЕЙКОЗОМ ПОД ВЛИЯНИЕМ 
ГИПОМЕТИЛИРУЮЩИХ ПРЕПАРАТОВ
Жигарев Д.И., Хорева М.В., Ганковская Л.В.
ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Естественные киллеры (NK-клетки, англ. natural killers) – лимфоциты, относящиеся к 
клеткам врожденного иммунитета, они играют ключевую роль в поддержании иммунологического 
надзора. С момента обнаружения NK-клеток в 1973 году механизмы их функционирования были де-
тально изучены, и сейчас не остается сомнения в том, что они играют особую роль в процессах рас-
познавания и уничтожения трансформированных и малигнизированных клеток. Понимание роли 
NK-клеток в противоопухолевом иммунитете с одной стороны ведет к появлению новых иммунно-
терапевтических стратегий, а с другой – позволяет переосмыслить существующие схемы лечения он-
кологических заболеваний в соответствии с принципом primum non nocere. Оптимизация протоколов 
терапии опухолей, выполненная с целью уберечь иммунные клетки от гибели и функционального 
ослабления, – важная проблема, которая не может быть успешно решена без регулярного обобщения 
результатов разрозненных исследований и критического анализа накопленных данных.

Задачей настоящего обзора является анализ изменений фенотипа и функциональной активности 
NK-клеток у больных миелодиспластическим синдромом (МДС) и острым миелоидным лейкозом 
(ОМЛ). Для лечения этих заболеваний в настоящее время применяются препараты из группы гипо-
метилирующих агентов, механизм действия которых, в отличие от классических цитостатических 
средств, основан на модуляции экспрессии генов опухолевых клеток. Поскольку эти препараты дей-
ствуют неспецифично, воздействию подвергаются все клетки организма, в том числе и NK-клетки. 
Такое взаимодействие приводит к гипометилированию NK-клеточной ДНК и изменению экспрес-
сии функциональных рецепторов, которые, в свою очередь, обеспечивают развитие противоопухоле-
вого ответа NK-клеток.

Сам по себе факт изменения генной экспрессии тех или иных клеток не позволяет в полной мере 
судить о воздействии препарата на состояние иммунной системы, важен характер этого изменения 
и его роль в контексте патогенеза исследуемого заболевания. В конечном счете, простое описание 
явления увеличения или уменьшения экспрессии отдельно взятого рецептора не является нагляд-
но-показательным, поскольку может приводить к неоднозначным последствиям. По этой причине в 
настоящем обзоре, помимо описания существующих данных об изменении экспрессии рецепторов 
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NK-клеток под воздействием гипометилирующих препаратов, особое внимание уделяется крити-
ческому анализу функциональных характеристик NK-клеток, среди которых наиболее важной для 
течения описываемых заболеваний является цитотоксическая активность, направленная на малиг-
низированные бластные клетки.

Ключевые слова: NK-клетки, противоопухолевый иммунитет, острый миелоидный лейкоз, миелодиспластический 
синдром, KIR-рецепторы, гипометилирующие препараты

PHENOTYPIC AND FUNCTIONAL CHANGES OF NK CELLS IN 
PATIENTS WITH MYELODYSPLASTIC SYNDROME AND ACUTE 
MYELOID LEUKEMIA TREATED WITH HYPOMETHYLATING 
DRUGS
Zhigarev D.I., Khoreva M.V., Gankovskaya L.V. 
N. Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Natural killer cells (NK cells) are cytotoxic lymphocytes that play a pivotal role in maintaining 
immunological surveillance and in developing an innate immune response. Since the discovery of NK cells 
in 1973, the mechanisms of their functioning have been studied in details, and there is currently no doubt 
that they play a special role in the process of recognition and destruction of transformed and malignant 
cells. Understanding the role of NK cells in antitumor immunity, on the one hand, leads to emergence of 
new immunotherapeutic strategies and, on the other hand, allows to adjust the existing treatment regimens 
for tumor diseases, in accordance with the principle of primum non nocere. Optimization of cancer therapy 
protocols executed in order to protect immune cells from death and functional impairment is an important 
problem that cannot be successfully resolved without regular aggregation of the results from disparate studies 
and critical analysis of the all accumulated data.

The objective of this review is to create a relevant and holistic picture of changes in the phenotypic and 
functional characteristics of NK cells in patients with two related hematological diseases – myelodysplastic 
syndrome (MDS) and acute myeloid leukemia (AML). For the treatment of both illnesses, drugs from the 
group of hypomethylating agents are used, the acting mechanism of which, unlike classical cytostatic agents, is 
based on modulation of the tumor cell genes expression. All the cells of the body are being affected, including 
NK cells, since these drugs act nonspecifically. Such an interaction leads to a hypomethylation of NK cell 
DNA and changes the expression of functional receptors, which, in turn, provide the development of antitumor 
NK cell immune response.

Of course, just the fact of changing gene expression in certain cells does not allow us to fully judge the drug’s 
impact on the state of immune system. Meanwhile, the origin of this change and its role are important in the 
context of the disease pathogenesis. Ultimately, a simple description of an increase or decrease in a single 
receptor expression is not illustrative, since it can lead to uncertain consequences. For this reason, the current 
review, in addition to describing the existing data on the changes of NK cell receptors expression under the 
influence of hypomethylating drugs, gives a special attention to critical analysis of functional characteristics 
of NK cells, including their cytotoxic activity aimed at malignant blast cells, being a determinant of clinical 
course in the described diseases.

Keywords: NK cells, antitumor immunity, acute myeloid leukemia, myelodysplastic syndrome, KIR receptors, hypomethylating drugs

Введение
Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) – это ге-

терогенная группа злокачественных опухолей 
костного мозга, характеризующаяся массивной 
и неконтролируемой пролиферацией предше-
ственников миелоидных клеток [24]. ОМЛ ха-
рактеризуется самой высокой летальностью сре-
ди других форм лейкозов, при этом чаще всего 
ОМЛ страдают лица пожилого возраста [9]. Для 
пациентов старше 60 лет, как правило, прогноз 

неблагоприятный, в то же время частота ремис-
сий для больных ОМЛ младше 60 лет чуть более 
впечатляющая – от 35 до 40% поддаются сво-
евременному лечению [8, 39]. Такое различие в 
эффективности терапии во многом обусловлено 
возрастом больного и более вероятным наличием 
сопутствующих заболеваний, что может являться 
противопоказанием для наиболее радикального 
метода лечения ОМЛ – трансплантации аллоген-
ных гемопоэтических стволовых клеток (алло-
ТГСК) [1]. 
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Миелодиспластический синдром (МДС) – это 
группа синдромов нарушения количественного 
и качественного состава клеток костного моз-
га, характеризующаяся цитопенией и высоким 
риском трансформации в ОМЛ [20]. Чаще всего 
заболевание манифестирует в пожилом возрасте, 
особенно у лиц, имеющих в анамнезе курс хими-
отерапии [27]. Так, в США в год обнаруживают 
около 75 новых случаев МДС на 100 000 человек 
старше 65 лет, 20-30% из них прогрессируют до 
ОМЛ [6]. Часто МДС определяют как предлей-
козное состояние, терапевтические схемы, при-
меняемые при лечении МДС, практически иден-
тичны схемам терапии ОМЛ [22].

В настоящее время для лечения МДС и ОМЛ 
применяется несколько терапевтических страте-
гий. Их можно разделить на две большие группы: 
схемы лечения, включающие в себя цитостатиче-
ские препараты, и схемы, использующие гипоме-
тилирующие антиметаболитические лекарствен-
ные средства [7]. 

Все быстроделящиеся клетки организма, 
включая здоровые лимфоциты, крайне чувстви-
тельны к воздействию препаратов первой груп-
пы. В результате воздействия этих лекарственных 
средств резко уменьшается абсолютное число 
опухолевых бластов и, как побочное нежелатель-
ное явление, количество здоровых лимфоцитов. 
Этот эффект элиминации клеток иммунной си-
стемы по значимости перевешивает любые изме-
нения их функциональной активности, поэтому 
в этой обзорной статье будут рассмотрены эф-
фекты только гипометилирующих препаратов на 
клетки иммунной системы пациентов. 

Гипометилирующие препараты оказывают 
менее выраженное противоопухолевое действие, 
чем классические цитостатические препараты, 
но в то же время обладают меньшим спектром 
побочных явлений; они показаны к применению 
при МДС и в тех случаях ОМЛ, когда пациенту 
не назначается стандартная цитостатическая хи-
миотерапия, – в основном, лицам пожилого воз-
раста и больным, переживающим рецидив после 
трансплантации костного мозга [10, 17]. 

К группе гипометилирующих препаратов, в 
настоящее время широко используемых в клини-
ческой практике, относятся два лекарственных 
средства: 5-азацитидин и децитабин [6, 13]. Эти 
препараты ингибируют ДНК-метилтрансферазу, 
что вызывает снижение уровня метилирования 
ДНК и увеличение экспрессии сайлентных генов, 
в том числе проапоптотических (рис. 1, см. 3-ю 
стр. обложки) [31]. Непосредственным механиз-
мом цитотоксического действия препаратов дан-
ной группы является индукция апоптоза бластных 
клеток [4]. Поскольку угнетение метилирования 
происходит по всему геному, с некоторой вероят-
ностью эти препараты увеличивают экспрессию 
генов здоровых клеток организма [25]. 

Было показано, что в больших дозах гипоме-
тилирующие препараты также обладают прямым 

цитостатическим действием на опухолевые клет-
ки – молекула децитабина или 5-азацитидина, 
будучи структурным аналогом цитидина, может 
встроиться в ДНК и нарушить процесс клеточ-
ного деления. Однако в терапевтических дозах 
действие препаратов обусловлено лишь ингиби-
рованием ДНК-метилтрансферазы [23].

NK-клетки представляют собой популяцию 
лимфоцитов врожденного иммунитета. Несмо-
тря на то, что по своей природе NK-клетки при-
надлежат к лимфоидному ростку кровеносной 
системы, они относятся к клеткам врожденного 
иммунитета, поскольку осуществляют первую 
линию защиты организма, действуют уже в пер-
вые часы и не имеют специфических антигенра-
спознающих рецепторов, как Т- и В-лимфоциты. 
Можно сказать, что активность NK-клеток 
определяется в основном уровнем экспрессии 
их поверхностных рецепторов, который, в свою 
очередь, во многом зависит от степени метилиро-
вания генома [21].

NK-клетки обладают цитотоксической актив-
ностью по отношению к трансформированным 
клеткам (в том числе опухолевым), способны 
продуцировать цитокины, играющие важную 
роль в регуляции иммунного ответа. Важнейшую 
роль в процессе распознавания «своего» и «чужо-
го» играют активирующие и ингибирующие ре-
цепторы NK-клеток [2, 15]. Так, ингибирующие 
рецепторы (KIR2DL1/L2/L3 и др.) распознают 
молекулы, подтверждающие принадлежность от-
дельно взятой клетки организма к «своему» [28]. 
Со стороны потенциальной клетки-мишени осо-
бую роль в этом распознавании играет молекула 
главного комплекса гистосовместимости перво-
го класса (HLA I), экспрессируемая всеми ядро-
содержащими клетками организма. В том слу-
чае, если здоровая клетка прошла «проверку» со 
стороны NK-клетки, в последней активируются 
ингибирующие сигнальные пути. Таким обра-
зом, здоровые клетки организма предохраняются 
от цитотоксического действия NK-клеток [21]. 
С другой стороны, разнообразие активирую-
щих рецепторов (KIR2DS1/S2/S3/S4/S5 и т.д.) 
позволяет отслеживать стрессорные молекулы, 
экспрессирующиеся на измененных клетках. В 
случае, если уровень активирующих сигналов 
превышает ингибирующие, в NK-клетке запу-
скаются механизмы контактного цитолиза, уве-
личивается выработка IFNγ, происходит дегра-
нуляция цитотоксических везикул [14]. Все эти 
события в итоге приводят к разрушению клетки-
мишени. 

Эксперименты, проведенные как in vitro, так 
и in vivo, показывают, что гипометилирующие 
препараты, помимо деструктивного влияния на 
опухолевые клетки, воздействуют на профиль 
экспрессии здоровых клеток иммунной системы 
пациента, в том числе NK-клеток [26, 33]. Было 
показано, что CpG-островки некоторых генов, не 
активированных NK-клеток, метилированы зна-
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чительно сильнее, чем те же участки генома акти-
вированных форм, а значит, метилирование ДНК 
значительно обуславливает функциональную ак-
тивность NK-клеток [40]. Учитывая распростра-
ненность терапевтических схем, включающих 
гипометилирующие препараты и важнейшую 
роль NK-клеток в развитии онкогематологиче-
ских заболеваний, важно проанализировать и 
обобщить накопившиеся знания, касающиеся 
влияния этих препаратов на фенотип и функцио-
нальную активность NK-клеток человека.

Влияние гипометилирующих препаратов на экс-
прессию KIR-рецепторов NK-клеток

Как было сказано выше, механизм дей-
ствия 5-азацитидина и децитабина по своей 
природе неспецифичен, ингибирование ДНК-
метилтрансферазы происходит во всех клетках 
организма, в результате, помимо желаемого воз-
действия на опухоль, изменяется профиль экс-
прессии генов здоровых клеток [33].

Нормальное функционирование NK-клеток 
зависит от репертуара и соотношения экспрес-
сирующихся на их поверхности активирующих 
и ингибирующих рецепторов. Изменения уров-
ня метилирования генома способны оказывать 
влияние на экспрессию этих рецепторов. Одно 
из важнейших семейств таких рецепторов – это 
KIR-рецепторы (англ. killer immunoglobulin-like 
receptors). По мнению некоторых авторов, моду-
ляция экспрессии KIR-рецепторов может быть 
основным механизмом изменения активности 
NK-клеток под действием гипометилирующих 
препаратов [40].

KIR-рецепторы NK-клеток представля-
ют собой семейство иммуноглобулиноподоб-
ных рецепторов, представленных на поверх-
ности NK-клеток. Разные KIR-рецепторы 
распознают разные молекулы MHC I. Так, к 
примеру, KIR2DL1 обладает специфической аф-
финностью к HLA-C2, KIR3DL1 – к HLA-Bw4, а 
KIR3DL2 способен связываться одновременно с 
HLA-A3 и HLA-A11 [21]. Среди KIR-рецепторов 
выделяют как активирующие (имеющие во 
внутриклеточном домене мотив ITAM) и ин-
гибирующие (соответственно, обладающие 
мотивом ITIM) рецепторы. Взаимодействие 
KIR-рецепторов с MHC I обуславливает цитоли-
тическую активность NK-клетки по отношению 
к клетке-мишени.

Репертуар KIR-рецепторов, представленный 
на поверхности NK-клеток каждого челове-
ка, специфичен и относительно постоянен [21]. 
C помощью масс-спектрометрии по рецепто-
рам NK-клеток (значительная часть среди них – 
KIR-рецепторы) было обнаружено 6000-30 000 
разных «клонов» NK-клеток у отдельно взятого 
индивидуума, при этом было показано, что у но-
ворожденных спектр таких «клонов» NK-клеток 
значительно менее разнообразен [16, 35].

В двух исследованиях Verheyden и соавт. по-
казали, что на NK-клетках пациентов с лейкозом 

экспрессируется больше ингибирующих KIR-
рецепторов по сравнению со здоровыми доно-
рами [37, 38]. Мы не обнаружили в литературе 
сведений о других исследованиях на эту тему, од-
нако в фокусе внимания исследователей оказа-
лось влияние гипометилирующих препаратов на 
экспрессию репертуара KIR-рецепторов.

In vitro было показано, что 5-азацитидин зна-
чительно увеличивает экспрессию как активиру-
ющих, так и ингибирующих KIR-рецепторов [34]. 
В том же исследовании было выявлено, что по-
добный феномен особенно ярко выражен среди 
незрелой субпопуляции NK-клеток, для которой 
в общем случае характерен относительно низкий 
уровень экспрессии KIR-рецепторов и слабое 
участие в процессах цитолиза [18]. Незрелые NK-
клетки пролиферируют активнее, чем зрелые, 
при этом активность пролиферирующих NK-
клеток значительно повышается под влиянием 
5-азацитидина [34].

Интересен характер зависимости экспрессии 
KIR-рецепторов от концентрации гипометили-
рующего препарата. In vitro было показано, что 
экспрессия KIR-рецепторов на NK-клетках за-
висит от концентрации децитабина линейно, 
прямая имеет возрастающий характер и при из-
менении концентрации препарата от 0 до 20 µM 
экспрессия KIR-рецепторов увеличивается поч-
ти в 2 раза [23].

Похожие результаты были получены в экс-
периментах in vivo на выборке из одиннадцати 
пациентов с МДС, проходящих курс терапии 
5-азацитидином: эффект был особенно выражен 
на активно пролиферирующих клетках (в каче-
стве маркера пролиферации авторы использова-
ли внутриклеточный белок Ki67) [34]. Подобная 
корреляция кажется логичной, поскольку гипо-
метилирующие препараты, как и многие другие 
лекарства, использующиеся в онкологической 
практике, воздействуют главным образом на бы-
строделящиеся клетки.

Тот факт, что в физиологических условиях экс-
прессия аллелей KIR-рецепторов и созревание 
NK-клеток зависит от степени метилирования, 
известен давно, так что результаты, представлен-
ные выше, имеют под собой теоретическое обо-
снование [3].

Изменение цитотоксичности NK-клеток, опос-
редованное влиянием гипометилирующих препа-
ратов

Эффекты влияния гипометилирующих пре-
паратов на функциональную активность NK-
клеток были детально изучены на моделях in vivo 
и ex vivo. Однако полученные результаты оказа-
лись неоднозначными. 

Наиболее общей и в то же время самой показа-
тельной характеристикой NK-клеток является их 
способность к цитолизу опухолевых клеток-ми-
шеней. В двух независимых исследованиях (Gao 
и соавт., Gang и соавт.) было показано, что пред-
варительное культивирование NK-клеток в среде 
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с 5-азацитидином снижает их цитотоксическую 
активность против опухолевой клеточной ли-
нии K562 [11, 12]. Один из авторов предполагает, 
что снижение функциональной активности NK-
клеток объясняется повышением экспрессии 
ингибирующих KIR-рецепторов и уменьшени-
ем синтеза перфорина и гранзима Б в результате 
гипометилирования генома [12]. Интересно, что 
подобный эффект наблюдался авторами только в 
экспериментах in vitro, – активность NK-клеток 
пациентов, проходящих курс терапии 5-азацити-
дином, оставалась на прежнем уровне [11]. 

Кардинально противоположные результаты 
были получены в работе Sohlberg и соавт. In vitro 
было показано, что 5-азацитидин, воздействуя 
на NK-клетки, ведет к увеличению их активно-
сти против клеток-мишеней той же линии K562, 
к усилению секреции IFNγ и к повышению ци-
тотоксической активности [34]. Важно заметить, 
что изменение функциональной активности в 
приведенной работе затронуло только активно 
пролиферирующие Ki67 NK-клетки [34].

Возможное объяснение этого противоречия 
в своих работах получила группа исследователей 
Kopp и соавт. В серии экспериментов они куль-
тивировали NK-клетки в среде с другим гипо-
метилирующим препаратом, децитабином, кон-
центрация которого варьировалась в пределах 
от 0,02 до 20 µM [23]. Затем клетки отмывали и 
культивировали с клетками-мишенями линии 
721.221, являющимися малигнизированными 
B-клетками, не экспрессирующими HLA-I. Бла-
годаря отсутствию HLA-I на поверхности кле-
ток-мишеней, NK-клеточный цитотоксический 
ответ не зависел от изменения уровня экспрес-
сии KIR-рецепторов. Результаты экспериментов 
показали, что влияние децитабина на цитоток-
сичность NK-клеток является дозозависимым, 
кривая имеет V-образную форму. С увеличением 
концентрации децитабина до 0,63 µM цитоток-
сичность NK-клеток уменьшалась, повышение 
концентрации препарата выше 0,63 µM, напро-
тив, потенцировала активность NK-клеток. По-
добным же образом выглядит кривая зависимости 
степени метилирования генома от концентрации 
децитабина, добавленного в культуральную сре-
ду. Косвенным следствием сопоставления этих 
двух фактов является подтверждение корреляции 
между метилированием генома NK-клеток и их 
цитотоксичностью к клеткам-мишеням.

Интересные результаты были получены груп-
пой Schmiedel и соавт. [32]. В эксперименте 
in vitro они обнаружили, что продукция IFNγ и 
цитотоксическая активность NK-клеток к ряду 
опухолевых клеточных линий увеличивалась 
при предварительном культивировании их в сре-
де, содержащей 5 µM децитабина. Затем ими же 
было исследовано влияние 5-азацитидина в та-
кой же концентрации на активность NK-клеток. 
Как ни странно, результаты были получены пря-

мо противоположные – этот гипометилирующий 
препарат значительно угнетал цитотоксическую 
активность NK-клеток и предохранял опухоле-
вые клетки-мишени от лизиса. Стоит обратить 
внимание, что числовое значение концентрации 
децитабина лежит в том же диапазоне, в котором 
было показано повышение цитотоксичности в 
исследовании Kopp и соавт., описанном выше, 
а значит, данные, независимо полученные двумя 
исследователями, согласуются между собой. Ав-
торы утверждают, что 5-азацитидин, в отличие от 
децитабина, изменяет экспрессию некоторых по-
верхностных маркеров NK-клеток, но по приве-
денным ими диаграммам флюоресценции видно, 
что разница экспрессии минимальная. Возмож-
ным ключом к разгадке этого феномена являются 
результаты описанного выше исследования, по-
казавшего V-образный характер кривой доза-эф-
фект. Известно, что ингибирующая активность 
5-азацитидина ниже такоой для децитабина. 
Стандартная доза децитабина 15 мг/м, тогда как 
для 5-азацитидина в пять раз больше – 75 мг/м, 
другими словами, для достижения эффекта угне-
тения ДНК-метилтрансферазы 5-азацитидином 
требуется большая концентрация препарата [19]. 
Исходя из этого и из того, что механизм действия 
этих двух препаратов практически идентичен, 
можно предположить, что точка минимума на 
V-образной кривой для 5-азацитидина (анало-
гичной кривой, полученной Kopp и соавт. для 
децитабина) находится в области более высоких 
концентраций. Другими словами, 5 µM 5-азаци-
тидина – концентрация, соответствующая части 
кривой, отражающей слабую способность к ли-
зису клеток-мишеней, тогда как 5 µM децита-
бина, напротив, концентрация, достаточная для 
усиления NK-клеточной активности.

В исследовании in vitro, посвященном из-
учению потенциально эффективной для лече-
ния ОМЛ комбинации децитабина и анти-CD33 
моноклональных антител, было показано, что 
NK-клетки пациентов, получающих децитабин, 
проявляют увеличенную антитело-зависимую 
клеточную цитотоксичность по отношению к 
CD33+ клеткам-мишеням [36]. Известно, что 
антитело-зависимая клеточная цитотоксич-
ность NK-клеток опосредуется рецептором к Fc-
фрагменту IgG (CD16). К сожалению, авторы не 
исследовали экспрессию CD16 на NK-клетках, 
инкубированных в среде, содержащей децита-
бин, да и в целом, на настоящий момент нет ни 
одного исследования, достоверно показывающе-
го изменение экспрессии CD16 под действием 
гипометилирующих препаратов. 

Изменение поверхностного фенотипа опухоле-
вых клеток под действием гипометилирующих пре-
паратов, ведущее к увеличению NK-клеточной ци-
тотоксичности

В работе Vasu и соавт. было исследовано влия-
ние децитабина на бластные опухолевые клетки 
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костного мозга. На 28-й день инкубации бластов 
в среде, содержащей децитабин, авторы обна-
ружили значительное повышение концентра-
ции внутриклеточной РНК лигандов к рецеп-
тору NKG2D (активирующему NK-клеточному 
рецептору): MICA, MICB, ULPB-1, ULPB-2 и 
ULPB-3 [36]. Более того, группа исследователей 
Raneros и соавт. изучила влияние децитабина на 
металлопротеиназу ADAM17, которая в боль-
шинстве опухолевых клеток «срезает» молекулы 
класса MIC и ULBP и переводит их в раствори-
мую форму [29, 30]. Такие «свободные» лиган-
ды взаимодействуют с NKG2D на поверхности 
NK-клетки и блокируют этот активирующий 
рецептор, препятствуя нормальной активации 
NK-клетки. Децитабин увеличивает экспрессию 
внутриклеточного фактора TIMP3, который ин-
гибирует металлопротеиназу ADAM17 и предот-
вращает уход опухолевых клеток от иммунологи-
ческого надзора описанным способом [29]. Таким 
образом, децитабин повышает NK-клеточную 
цитотоксичность к опухолевым клеткам как ми-
нимум двумя упомянутыми способами.

Известно, что, помимо белков классов MIC 
и ULBP, металлопротеаза ADAM17 «срезает» 
целый ряд других мембранных молекул, в том 
числе играющих важную роль в развитии про-
тивоопухолевого ответа: PD-L1, LAG-3, CD16, 
Nectin-4 [43]. Действительно, в одной из работ 
было показано, что под воздействием гипомети-
лирующих препаратов значительно увеличива-
ется экспрессия PD-1, PD-L1, PD-L2 и CTLA- 4 
на опухолевых клетках пациентов с МДС и 
ОМЛ [41]. Результаты, полученные в этом иссле-
довании, показали возможность использования в 
терапевтических целях комбинаций децитабина 
и моноклональных антител. Так, в одной из не-
давних работ было продемонстрировано значи-
тельное увеличение эффективности комбинации 
малых доз децитабина и анти-PD-1 блокирую-
щих антител, а в данный момент проводятся не-
сколько клинических испытаний подобных тера-
певтических комбинаций [42].

Заключение
Таким образом, гипометилирующие препара-

ты значительно влияют на профиль экспрессии 
рецепторов на поверхности NK-клеток и, как 
следствие, на их цитотоксическую активность. 
Однако характер этих воздействий не впол-
не однозначен. Противоречие обнаруживается 
главным образом в результатах экспериментов 
по оценке цитотоксичности NK-клеток, предва-
рительно инкубированных в среде с препаратом 
гипометилирующего ряда. Две группы исследо-
вателей показали, что 5-азацитидин подавляет 
активность NK-клеток, тогда как другая группа 
получила прямо противоположные результаты. 
Объяснение этому может быть получено в по-

казанной для децитабина, но пока не обнару-
женной для 5-азацитидина, V-образной кривой 
зависимости NK-клеточной цитотоскичности от 
концентрации экспонируемого 5-азацитидина. 
Другое возможное объяснение упомянутого па-
радокса может заключаться в том, что децитабин, 
будучи производным дезоксирибонуклеиновой 
кислоты, может инкорпорироваться только в 
ДНК, тогда как 5-азацитидин – производное ри-
бонуклеиновой кислоты, способен встраиваться 
и в ДНК, и в РНК. Таким образом, при экспо-
зиции 5-азацитидина теоретически возможно 
угнетение белковой экспрессии из-за нарушения 
синтеза мРНК. Никаких конкретных исследова-
ний для разрешения данного противоречия про-
ведено не было.

В ряде работ показано, что воздействие гипо-
метилирующих препаратов на NK-клетки приво-
дит к изменению их поверхностного фенотипа. 
Так, значительно повышается экспрессия KIR-
рецепторов, одних из главных функциональных 
поверхностных молекул NK-клеток. Увеличение 
экспрессии затрагивает как активирующие, так 
и ингибирующие KIR-рецепторы, так что одно-
значного ответа на вопрос о том, благоприятно 
ли сказывается это изменение на противоопу-
холевой активности NK-клеток, нет, однако сам 
факт увеличения репертуара распознающих NK-
клеточных рецепторов может быть интерпрети-
рован как признак увеличения их чувствительно-
сти по отношению к опухолевым клеткам.

Наконец, повышение экспрессии поверх-
ностных лигандов к рецепторам NK-клеток под 
влиянием децитабина на опухолевых клетках 
хоть и косвенно, все же влияет на активность 
NK-клеток и может быть важным механизмом 
противоопухолевой активности гипометилирую-
щих препаратов.

Необходимо отметить, что большинство ис-
следований о влиянии гипометилирующих пре-
паратов на фенотип и функциональную актив-
ность NK-клеток проведено на моделях in vitro. 
На сегодняшний день мало работ, в которых из-
учали бы аналогичные фенотипические и функ-
циональные изменения NK-клеток на пациен-
тах, проходящих курс лечения децитабином или 
5-азацитидином. Конечно, результаты подобных 
экспериментов могут отличаться от описанных 
выше, ведь значительная часть фармакологиче-
ского эффекта обусловлена фармакокинетиче-
скими особенностями препарата, которые не мо-
гут быть в полной мере учтены в условиях in vitro. 
Однако такие данные позволяют строить гипо-
тезы и правильно планировать эксперимент, ис-
ходя из предположений, основанных на моделях 
ex vivo.
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ЭКСПРЕССИЯ И ПОЛИМОРФИЗМ РЕЦЕПТОРОВ TLR4 
В ПАТОГЕНЕЗЕ ХРОНИЧЕСКОЙ ОБСТРУКТИВНОЙ 
БОЛЕЗНИ ЛЕГКИХ: СОВРЕМЕННЫЙ ВЗГЛЯД
Белоглазов В.А., Яцков И.А., Усеинова Р.Х. 
Медицинская академия имени С.И. Георгиевского ФГАОУ ВО «Крымский федеральный университет имени 
В.И. Вернадского», г. Симферополь, Республика Крым, Россия

Резюме. Хроническая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ) – прогрессирующее заболевание, ха-
рактеризующееся необратимой или частично обратимой обструкцией бронхиального дерева. В на-
стоящее время существует множество научно подтвержденных звеньев этиопатогенеза ХОБЛ, сре-
ди которых основополагающая роль отводится значению гиперергической воспалительной реакции 
в ответ на вдыхание различных вредных веществ (табачный дым, промышленные поллютанты и др.). 
В легких больных ХОБЛ увеличивается количество макрофагов, нейтрофилов, лимфоцитов, причем 
эти клетки выделяют достаточно широкий спектр медиаторов воспаления. Одной из ключевых осо-
бенностей этиопатогенеза ХОБЛ является бактериальная колонизация дыхательных путей, приводя-
щая к персистирующей или хронической стимуляции иммунных клеток через Toll-подобные рецеп-
торы (TLR), которые воспринимают патоген-ассоциированные молекулярные паттерны (PAMPs). 

В данной статье приведен литературный обзор современных представлений о роли экспрессии 
и полиморфизма Toll-подобных рецепторов, в частности TLR4, в патогенезе ХОБЛ. TLR4 является 
членом семейства Toll-подобных рецепторов, которые играют фундаментальную роль в идентифи-
кации патогенов и активации врожденного иммунитета. Распознавая патоген-ассоциированные мо-
лекулярные паттерны (PAMPs), которые экспрессируются на инфекционных агентах, TLR опосре-
дуют выработку цитокинов, необходимых для развития эффективного иммунитета. Различные TLR 
демонстрируют различные паттерны экспрессии. Этот рецептор наиболее обильно экспрессируется 
в плаценте и в миеломоноцитарной субпопуляции лейкоцитов. В исследовании Di Stefano A. и со-
авт. (2017) иммуногистохимически были определены уровни экспрессии TLR2, TLR4, TLR9, NOD1, 
NOD2, CD14, Toll-интерлейкин-1-рецепторного домена, содержащего адапторный белок (TIRAP) 
и интерлейкин-1-рецептор-ассоциированных фосфокиназ (IRAK1 и IRAK4) в слизистой оболочке 
бронхов пациентов со стабильным течением ХОБЛ различной степени тяжести. Стало известно, что 
экспрессия TLR4 бронхиального эпителия положительно коррелировала со степенью обструкции 
и содержанием CD4+ и CD8+ клеток. Стимуляция TLR4 усиливает выработку цитокинов, что мо-
жет быть релевантным механизмом, с помощью которого бактерии вызывают чрезмерное воспаление 
у пациентов с ХОБЛ. Вопрос степени вовлеченности TLR4 в патогенез ХОБЛ требует дальнейше-
го более подробного изучения с целью определения основных механизмов формирования воспали-
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тельного ответа в дыхательных путях. Данная обзорная статья является частью грантового проекта по 
изучению провоспалительного ответа на эндотоксин грамотрицательной флоры в патогенезе ХОБЛ 
(Номер государственного учета НИОКТР – АААА-А19-119122390040-2).

Ключевые слова: TLR4, LPS, ХОБЛ, полиморфизм, экспрессия, воспаление

EXPRESSION AND POLYMORPHISM OF TLR4 RECEPTORS IN 
PATHOGENESIS OF CHRONIC OBSTRUCTIVE PULMONARY 
DISEASE: A MODERN VIEW
Beloglazov V.A., Yatskov I.A., Useinova R.Kh.
S. Georgievsky Medical Academy, V. Vernadsky Crimea Federal University, Simferopol, Republic of Crimea, Russian 
Federation

Abstract. Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a progressive disease characterized by 
irreversible or partially reversible obstruction of the bronchial tree. Currently, there are many proven links in 
the COPD etiopathogenesis, among which a pivotal role is assigned to the value of the hyperergic inflammatory 
reaction in response to inhalation of various harmful substances (tobacco smoke, industrial pollutants, etc.). 
The number of macrophages, neutrophils, lymphocytes increases in the lungs of COPD patients, and these 
cells secrete a fairly wide range of inflammatory mediators. Bacterial colonization of the airways is one of the 
key features in COPD pathogenesis leading to persistent or chronic stimulation of immune cells through Toll-
like receptors (TLR), which perceive the pathogen-associated molecular patterns (PAMPs).

This article provides a review of literature concerning modern concepts of the role of Toll-like receptors 
expression and polymorphism, in particular, TLR4, in pathogenesis of COPD. TLR4 is a member of the Toll-
like receptor family that plays a fundamental role in pathogen identification and innate immune activation. 
By recognizing the pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) expressed on infectious agents, TLRs 
mediate the production of cytokines necessary for the development of effective immunity. Different TLRs exhibit 
distinct expression patterns. This receptor is most abundantly expressed in placenta and in the myelomonocytic 
leukocyte subpopulations. E.g., Di Stefano A. et al. (2017), determined immunohistochemically the expression 
levels of TLR2, TLR4, TLR9, NOD1, NOD2, CD14, Toll-interleukin-1-receptor domain containing adapter 
protein (TIRAP) and interleukin-1-receptor-associated phosphokinases (IRAK1 and IRAK4) in bronchial 
mucosa of patients with stable COPD of varying severity. It was found that TLR4 expression of the bronchial 
epithelium positively correlated with degree of obstruction and CD4+ and CD8+T cell contents. Stimulation of 
TLR4 increases cytokine production, which may be a relevant mechanism by which bacteria cause excessive 
inflammation in COPD patients. The degree of TLR4 involvement into COPD pathogenesis requires more 
detailed study in future, in order to determine the main mechanisms for emerging inflammatory response in the 
airways. This review article is part of a research grant project to study pro-inflammatory response to endotoxin 
of Gram-negative flora in COPD pathogenesis (State registration number – АААА-А19-119122390040-2).

Keywords: TLR4, LPS, COPD, polymorphism, expression, inflammation

Хроническая обструктивная болезнь лег-
ких – это иммуноопосредованное заболевание, 
характеризующееся прогрессирующей и плохо 
обратимой обструкцией воздушного потока и 
представляющее собой одну из ведущих причин 
смертности в мире [26]. ХОБЛ – это гетероген-
ное заболевание, характеризующееся аномаль-
ной воспалительной реакцией легких на ингаля-
ционные вредные частицы [13]. Считается, что 
основным фактором риска является длительный 

стаж как активного, так и пассивного курения, 
однако примечательно, что только у 20% куриль-
щиков развивается ХОБЛ [15]. Факторы риска, 
имеющиеся у конкретного пациента, главным 
образом, генетическая предрасположенность, 
эпигенетические изменения и окислительный 
стресс, способствуют гиперергической воспали-
тельной реакции, влияя на развитие и прогрес-
сирование заболевания [2]. 
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Роль врожденной иммунной системы в патогене-
зе ХОБЛ

В недавних исследованиях Apostolou A. и со-
авт. (2016), была выявлена симбиотическая связь 
между микробиотой и врожденным адаптивным 
иммунным ответом человека (хозяина). Иммун-
ные реакции хозяина на активность микробиоты 
сбалансированы таким образом, чтобы поддер-
живать ее разнообразие, необходимое для ин-
дукции защитных реакций на патогены. Врож-
денные иммунные клетки имеют специфические 
рецепторы, которые связывают молекулярные 
паттерны патогенов (PAMPs) и стрессовые или 
умирающие клетки (поврежденные молекуляр-
ные паттерны, DAMPs). Эти рецепторы известны 
как рецепторы распознавания образов (PRRs), 
включая трансмембранные Toll-подобные ре-
цепторы (TLR), цитозольные NOD-подобные 
рецепторы (NLRs) и RIG-I-подобные рецепторы 
(RLRs) [12, 17, 22]. Существует все больше до-
казательств того, что табакокурение индуцирует 
ХОБЛ через начальную активацию врожден-
ных иммунных клеток путем запуска PRRs, что 
приводит к последующей активации провоспа-
лительных каскадов. Последующее восстанов-
ление и удержание нейтрофилов, макрофагов, 
Т-хелперов (Th1 и Th17), Т-цитотоксических 
клеток в легких приводит к хроническому вос-
палению легочной ткани и повреждению парен-
химы [3]. При естественном течении заболевания 
вирусные и бактериальные инфекции приводят 
к острым обострениям, но также усиливают хро-
ническое воспаление с помощью PAMP. В конеч-
ном итоге в периферической крови пораженных 
больных возникает иммунная дисрегуляция, спо-
собствующая патогенезу внелегочных проявле-
ний заболевания [21, 25, 27, 29]. 

Гиперэкспрессия TLR в патогенезе ХОБЛ
Toll-подобные рецепторы (TLR) и нуклеотид-

связывающий домен олигомеризации (NOD)-
подобные рецепторы (NLR) являются двумя 
основными формами врожденных иммунных 
сенсоров. TLR2 распознает липотейхоевую кис-
лоту (LTA) грамположительных бактерий и не-
которые нетипичные липополисахариды (LPS) 
грамотрицательных бактерий [23]; TLR4 рас-
познает липополисахариды и некоторые эндо-
генные лиганды, а TLR9 участвует в распознава-
нии вирусной A/D – и бактериальной B/K-ДНК 
CpG типа [10]. CD14 действует как корецептор 
(наряду с TLR4) для обнаружения LPS, но мо-
жет связывать LPS только в присутствии LPS-
связывающего белка. Хотя LPS считается его 
основным лигандом, CD14 также распознает 
другие PAMPs, такие как LTA [19].

NOD1 и NOD2 распознают внутриклеточные 
бактерии через идентификацию компонентов 

пептидогликанов, таких как мурамилдипептид, 
обнаруженный почти у всех бактерий, или через 
γ-D-глутамил-мезо-диаминопимелиновую кис-
лоту, обнаруженную у грамотрицательных бакте-
рий [7]. Как миелоидный дифференцировочный 
первичный ответный ген 88 (MyD88)-зависимый, 
так и независимый (с участием CD14) сигналь-
ные пути активируются после активации TLR [5, 
14]. Toll-интерлейкин-1 рецепторный доменсо-
держащий адапторный белок (TIRAP) необходим 
для MyD88-зависимого сигнального пути через 
активацию TLR2 и TLR4 [8, 10, 20, 24]. 

Аномалии в любом из этих врожденных сен-
сорно-опосредованных процессов могут приве-
сти к чрезмерному воспалению вследствие либо 
гиперактивной врожденной иммунной сигнали-
зации, либо устойчивой компенсаторной адап-
тивной иммунной активации [6, 28]. Как пока-
зали исследования Di Stefano A. и соавт., этими 
проявлениями характеризовались нижние дыха-
тельные пути пациентов со стабильной ХОБЛ [4].

Отдельным аспектом патогенеза ХОБЛ, тре-
бующим рассмотрения, на наш взгляд, является 
способность врожденных иммунных сенсорных 
механизмов влиять на экспрессию гипоксией ин-
дуцируемых факторов (HIF). Гипоксия является 
не только признаком прогрессирующей ХОБЛ, 
но и ключевым игроком во многих дезадаптивных 
процессах и системных сопутствующих заболе-
ваниях, связанных с ХОБЛ [30]. Интегративный 
анализ данных метилирования ДНК и экспрес-
сии генов идентифицирует эндотелиальный до-
мен PAS, содержащий белок 1 (EPAS1) как клю-
чевой регулятор при ХОБЛ [32]. EPAS1 находится 
в хромосоме 2, которая кодируется геном EPAS1 
у всех видов млекопитающих, и представляет со-
бой белок-фактор транскрипции, участвующий 
в индукции генов, регулируемых кислородом 
(также называемый индуцируемым гипоксией 
фактором-2 альфа (HIF-2a) [31]. Это транскрип-
ционный фактор, индуцируемый гипоксией и 
участвующий в реакции организма на уровень 
кислорода, т.е. ключевым моментом является 
стимуляция данного фактора в условиях гипок-
сии. Кодируемый белок содержит домен «спи-
раль-петля-спираль» («helix-loop-helix»), домен 
димеризации, а также домен сигнальной транс-
дукции, обнаруженный в белках, реагирующих 
на уровень кислорода. HIF2a – фактор транс-
крипции, который индуцирует экспрессию гена 
эритропоэтина в культивируемых клетках в ответ 
на гипоксию. Подобно HIF1a HIF2a связывает 
и активирует транскрипцию HIF1A чувствитель-
ного элемента из 3›-фланкирующей области гена 
эритропоэтина. Активация транскрипции гена 
эритропоэтина как белком HIF1a, так и HIF2a 
стимулируется в условиях гипоксии. Экспрессия 
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гена EPAS1 снижается при многих заболевани-
ях [16, 18]. Согласно данным Li H. и соавт. (2016), 
в ходе исследования 55 образцов бронхоальвео-
лярной лаважной жидкости больных ХОБЛ было 
отмечено, что гиперэкспрессия TLR4 ингибиру-
ет экспрессию эндотелиального EPAS1-домена в 
нижних отделах дыхательных путей [9]. В данное 
исследование были включены 55 пациентов с 
ХОБЛ в возрасте 50-55 лет и контрольная группа, 
состоящая из 25 совершенно здоровых, некуря-
щих и не принимающих никаких медикаментов 
человек. В ходе работы исследователи получили 
55 образцов бронхоальвеолярной лаважной жид-
кости (BALF) пациентов с ХОБЛ. Основными 
патогенами, распознаваемыми TLR4 и TLR5, 
были P. aeruginosa и A. baumanii, поэтому авторы 
наблюдали экспрессию TLR4 и TLR5 на клетках 
BALF. Результаты ПЦР в реальном времени пока-
зали, что экспрессия TLR4 значительно увеличи-
валась у всех пациентов с ХОБЛ по сравнению с 
контрольной группой. Авторы продемонстриро-
вали значимость и перспективность дальнейшего 
изучения механизма влияния гиперэкспрессии 
TLR4 на метилирование промотора эндотелиаль-
ного PAS-домена, содержащего белок-1 (EPAS1) 
и синтез его мРНК, что коррелирует с прогресси-
рованием ХОБЛ. 

Ассоциация между генетическим полиморфиз-
мом TLR4, риском развития ХОБЛ и ее фенотипом

Каждая стадия иммунного ответа человека 
генетически опосредована, т.е. находится под 
генетическим контролем, включая начальные 
реакции макрофагов, эпителиальных и дендрит-
ных клеток легких, индукцию Т-клеточного от-
вета и активированное уничтожение макрофа-

Рисунок 1. TLR в патогенезе ХОБЛ
Figure 1. TLR in the pathogenesis of COPD

гов в гранулемах [1]. По мнению исследователей 
Yaoyao D. и соавт. (2018), оценка генетического 
полиморфизма TLR4 представляет значитель-
ный интерес для исследования ХОБЛ. Авторы 
провели генотипирование 152 пациентов с ХОБЛ 
и 201 пациента контрольной группы, в ходе ра-
боты были отобраны SNPs (однонуклеотидные 
полиморфизмы), расположенные в промоторной 
области или экзонах генов IL17A, P2Rx7 и TLR4. 
Полиморфизмы rs2275913 и rs763780 гена IL17A, 
rs10759932 и rs2737190 гена TLR4 и rs1718119 гена 
P2RX7 оставались достоверно связанными с из-
мененным риском развития ХОБЛ. Авторы отме-
чают, что пациенты, носящие аллель rs2275913, 
имели сниженный риск ХОБЛ, а те, кто носил 
аллель rs763780 с, имели повышенный риск. Ал-
лель rs10759932 С снижал риск развития ХОБЛ 
так же, как и аллель rs2737190 G. Таким образом, 
IL17A, TLR4, P2RX7 являются важными регуля-
торными генами воспаления и имеют значение 
для патогенеза ХОБЛ.

В исследовании Apostolou A. и соавт. (2016) 
авторы проанализировали влияние на течение 
ХОБЛ общих функциональных SNPs генов TLR2 
и TLR4 наряду с генотипическим дефицитом 
MBL (маннозосвязывающий лектин) в когорте 
амбулаторных больных. Интересно, что наличие 
SNPs TLR4 ассоциировано с более ранней стади-
ей ХОБЛ, в то время как отсутствие каких-либо 
анализируемых SNP, включая MBL2 наряду с ге-
нотипическим дефицитом MBL, коррелировало с 
более выраженным фенотипом заболевания, ха-
рактеризующимся более частыми обострениями.

Результаты исследования подтверждают кон-
цепцию о том, что наличие врожденных иммун-
ных SNPs, с точки зрения функциональных по-
лиморфизмов TLR наряду с дефицитом MBL, 
может оказывать защитное воздействие на фе-
нотип и прогноз ХОБЛ, аналогичное результа-
там других иммуноопосредованных заболеваний. 
Уточнение таких специфических молекулярных 
маркеров прогноза ХОБЛ может быть полезно 
при определении критериев отбора пациентов, 
имеющих право на новую противовоспалитель-
ную терапию, направленную на ослабление 
врожденного иммунного ответа [9].

Заключение
Хроническая обструктивная болезнь легких 

характеризуется длительно протекающей воспа-
лительной реакцией, механизмы которой частич-
но поддерживаются врожденной иммунной си-
стемой защиты. Врожденный иммунный ответ в 
дыхательных путях включает обнаружение пато-
гена или связанных с повреждением молекуляр-
ных паттернов с помощью рецепторов распозна-
вания, таких как Toll-подобные рецепторы (TLR) 
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на поверхности клеток. Активация данных ре-
цепторов ведет к усилению провоспалительного 
ответа, а также влияет на фенотипическое прояв-
ление заболевания (рис. 1). Механизм патогенеза 
иммуноопосредованного возникновения и тече-
ния ХОБЛ, влияние экспрессии Toll-подобных 

рецепторов на гиперергические воспалительные 
процессы в дыхательных путях и роль генети-
ческого полиморфизма врожденных иммунных 
сенсоров является достаточно малоизученным и 
перспективным направлением для дальнейших 
научных исследований.
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ИММУННЫЙ ОТВЕТ ПРИ АТОПИЧЕСКОМ ДЕРМАТИТЕ. 
ОСНОВНЫЕ ПАТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 
И КОРРЕЛЯЦИИ СТАДИЙНОСТИ В ВОЗРАСТНОМ АСПЕКТЕ. 
ВЗАИМОСВЯЗЬ С СИСТЕМНЫМИ ПРОЦЕССАМИ 
ДЕРМАТОЛОГИЧЕСКОГО И НЕДЕРМАТОЛОГИЧЕСКОГО 
ПРОФИЛЯ 
Дрождина М.Б.1, Суслова Е.В.2
1 ФГБОУ ВО «Кировский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Киров, Россия 
2 КОГБУЗ «Детский клинический консультативно-диагностический центр», г. Киров, Россия

Резюме. Атопический дерматит – одно из наиболее распространенных хронических воспалитель-
ных заболеваний кожи, обусловлено как терминальными дефектами дифференцировки кератиноци-
тов, так и выраженными иммунными реакциями 2-го типа. Атопический дерматит – достаточно ге-
терогенное заболевание, в зависимости от возрастного подтипа, вызванное активацией Th22-, Th17/
IL-23- и Th1-пути цитокинов. Клинические исследования с применением классической и таргетной 
терапии помогли выяснить вклад различных иммунных осей в фенотип заболевания. 

Представлена современная теория опосредованности активации Th2-реакций за счет врожден-
ных лимфоидных клеток 2-й группы. Описаны корреляции иммунного ответа при острых (IL-4, IL-5, 
IL- 13, IL-31, CCL18, IL-22, белки S100A) и хронических (IFNγ, CXCL9 и CXCL10) проявлениях ато-
пического дерматита. Обсуждается теория взаимосвязи клинических проявлений и сверхэкспрессии 
ряда цитокинов (IL-4, IL-13). Показана корреляция фенотипа периферической крови при атопиче-
ском дерматите раннего детского возраста и у взрослых пациентов с выработкой отдельных сыво-
роточных биомаркеров. В дополнение к избыточной выработке Th17, раннее начало атопического 
дерматита у детей коррелировало с повышенными уровнями антимикробных пепдидов, что может 
служить сигнальным маркером, запускающим заболевание. В статье даны сведения о взаимосвязи 
атопического дерматита с другими системными неаллергическими процессами и заболеваниями (псо-
риаз, атеросклероз, сердечно-сосудистые заболевания, ожирение). Несмотря на разную полярность 
Т-клеток при атопическом дерматите и псориазе и разные группы вырабатываемых цитокинов при 
данных заболеваниях (псориаз в значительной степени обусловлен Th17 и связанной с ними актива-
цией IL-17, атопический дерматит – следствие доминирования Th2, и связанной с ними избыточной 
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продукцией IL-4 и IL-13), оба заболевания демонстрируют активацию Th1 и Th22 с повышением про-
дукции интерферона-γ и IL-22 соответственно. В статье также описана интересная гипотеза влияния 
белка TWEAK на течение атопического дерматита и псориаза. Кератиноциты и фибробласты кожи 
в ответ на повышенную активность TWEAK производят ряд хемоатрактивных и провоспалительных 
факторов, обычно встречающихся при атопическом дерматите и псориазе, в частности IL-13 и IL-17. 
Изолированно TWEAK не является этиологическим фактором атопического дерматита или псориаза, 
но он вызывает продукцию хемокинов, которые способствуют хемотаксису патогенных воспалитель-
ных клеток в кожу. При дальнейшем изучении данного патогенетического фактора станет возмож-
ным синтезировать новый таргетный препарат для лечения атопического дерматита и псориаза.

Ключевые слова: атопический дерматит, цитокины, IL-4, IL-5, IL-13, IL-25, IL-31, CCL18, IL-22, S100A, IFNγ, CXCL9, 
CXCL10, псориаз, белок TWEAK

IMMUNE RESPONSE IN ATOPIC DERMATITIS: MAIN 
PATHOGENETIC MECHANISMS AND STAGE-DEPENDENT 
CORRELATIONS WITH AGE IN REGARD TO DERMATOLOGICAL 
AND NON-DERMATOLOGICAL SYSTEMIC PROCESSES
Drozhdina M.B.a, Suslova E.V.b
a Kirov State Medical University, Kirov, Russian Federation  
b Pediatric Clinical Consultative and Diagnostic Center of the Kirov Region, Kirov, Russian Federation

Abstract. Atopic dermatitis is one of the most common chronic inflammatory skin diseases caused by both 
terminal defects in keratinocyte differentiation, and pronounced type 2 immune responses. Atopic dermatitis 
is a fairly heterogenous disease, depending on the age subtype caused by activation of the Th22, Th17/IL-23 
and Th1 cytokine pathway. Clinical studies using classical and targeted therapies have helped to determine 
contribution of various immune axes to the disease phenotype.

We present the modern activation theory mediated by Th2 reactions, due to congenital lymphoid cells of the 
2nd group. Correlations between immune response in acute (IL-4, IL-5, IL-13, IL-31, CCL18, IL-22, S100A 
proteins) and chronic (IFNγ, CXCL9, and CXCL10) manifestations of atopic dermatitis are described. The 
theory of relationship between clinical manifestations and overexpression of some cytokines (IL-4, IL-13) is 
discussed. The correlation was shown between peripheral blood phenotype in atopic dermatitis of early childhood 
and in adult patients and individual production of serum biomarkers. In addition to excess Th17 production, 
early onset of atopic dermatitis in children correlated with elevated levels of antimicrobial peptides, which 
may serve as a signaling marker that triggers the disease. The article provides information about relationship 
between atopic dermatitis and other systemic non-allergic processes and diseases (psoriasis, atherosclerosis, 
cardiovascular diseases, obesity). Despite different polarity of T cells in atopic dermatitis and psoriasis, and 
different groups of cytokines produced in these diseases. Psoriasis is most of all due to Th17 associated with 
activation of IL-17, whereas atopic dermatitis is a consequence of Th2 dominance and associated excessive 
production of IL-4 and IL-13. The both diseases show activation of Th1 and Th22 with increased production 
of interferon-γ and IL-22, respectively. The article also concerns an interesting hypothesis on effects of the 
TWEAK protein upon clinical course of atopic dermatitis and psoriasis. In response to increased TWEAK 
activity, keratinocytes and skin fibroblasts produce a number of chemoattractant and pro-inflammatory factors 
commonly found in atopic dermatitis and psoriasis, in particular IL-13 and IL-17. TWEAK is not a single 
etiological factor for atopic dermatitis or psoriasis, but it causes the production of chemokines that promote 
chemotaxis of pathogenic inflammatory cells into the skin. With further studies of this pathogenetic factor, it 
will be possible to synthesize a new targeted drug for the treatment of atopic dermatitis and psoriasis. 

Keywords: atopic dermatitis, cytokines, IL-4, IL-5, IL-13, IL-25, IL-31, CCL18, IL-22, S100A, IFNγ, CXCL9, CXCL10, psoriasis, 
TWEAK protein
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Введение
Атопический дерматит (AД) – наиболее рас-

пространенное в человеческой популяции гене-
тически детерминированное хроническое вос-
палительное заболевание кожи, обусловленное 
иммунологическими механизмами и триггерны-
ми экспосом-факторами. Распространенность 
заболевания достигает 7% у взрослых и 25% у де-
тей [14, 18, 46], что диктует необходимость даль-
нейшего изучения патогенетических корреляций 
с целью оптимизирования имеющихся терапев-
тических методик. 

Участие системы иммунитета и изученные 
корреляции развития различных форм атопиче-
ского дерматита в зависимости от активации раз-
личных звеньев иммунной системы.

Известно, что АД является заболеванием с 
Т-клеточной опосредованностью. Aтопический 
дерматит ассоциируется с активацией различных 
подклассов Т-клеток [19]. При данном заболе-
вании преимущественно активируется иммун-
ный ответ T-хелперов 2-го типа. Несмотря на то, 
что, как в пораженной, так и в интактной коже 
пациентов с АД, отмечается повышенная экс-
прессия Th2 [33], иммунный ответ посредством 
активации Th22, Th17/IL-23 и Th1-цитокинов, 
вероятно, также играет важную роль в патогенезе 
заболевания, особенно при некоторых разновид-
ностях АД [47].

Острые проявления АД характеризуются вы-
раженным повышением ответа Th2 (IL-4, IL- 5, 
IL-13, IL-31 и CCL18) и Th22 (IL-22 и белки 
S100A). В ряде исследований было продемон-
стрировано, что эти медиаторы снижают регу-
ляцию генов терминальной дифференцировки 
и продуктов плотного соединения, таких как 
клаудины, способствуя дефекту кожного барье-
ра у пациентов с АД [2, 9, 11, 16, 26, 38]. Врож-
денные лимфоидные клетки 2-й группы также 
могут продуцировать Th2-цитокины. Несмотря 
на то, что данная разновидность иммунных кле-
ток присутствует в очагах поражения на гораздо 
более низких уровнях, чем Т-клетки, тем не ме-
нее повышенный уровень врожденных лимфо-
идных клеток 2-й группы был выявлен в очагах 
АД по сравнению со здоровой кожей пациентов 
контрольной группы [4, 5]. Не исключено, что, 
возможно, врожденные лимфоидные клетки 2-й 
группы способствуют Th2-реакциям [5, 17].

Ответы Th2 и Th22 усиливаются и при хрони-
ческих проявлениях АД, но с параллельной ак-
тивацией оси Th1 (IFNγ, CXCL9 и CXCL10) [45]. 

IL-22 также был идентифицирован как ключевой 
медиатор эпидермальной гиперплазии при хро-
нических проявлениях АД [29]. Повышенный 
уровень IL-31, цитокина, непосредственно свя-
занного с зудом, коррелирует со степенью тяже-
сти заболевания [40].

Многочисленные исследования показали, что 
в патогенезе AД среди всех иммунных медиаторов 
Th2 IL-4 и IL-13 играют ключевую роль, именно 
с их полиморфизмом связана клиническая кар-
тина заболевания [20, 32, 37, 39], что было под-
тверждено и в исследованиях на животных, когда 
экземоподобные реакции были индуцированы у 
трансгенных мышей со сверхэкспрессией этих 
цитокинов [6, 50]. Кератиноциты, дифференци-
рованные в присутствии IL-4 и IL-13, показали 
значительно сниженную экспрессию гена фи-
лагрина (FLG), даже у пациентов без мутаций 
FLG [22]. Помимо филагрина в пораженной коже 
пациентов с АД под воздействием IL-4 и IL-13 по-
давляется выработка и других белковых субстан-
ций, например лорикрина – главного белкового 
компонента клеточной оболочки терминальных 
кератиноцитов, а также инволюкрина – белка, 
защищающего плазмолемму эпидермальных ке-
ратиноцитов от воздействия гидролитических 
ферментов. Все эти факторы приводят к наруше-
нию кожного барьера [26]. Скомпрометирован-
ный кожный барьер способствует проникнове-
нию бактерий и аллергенов в кожу, что приводит 
к вторичным инфекциям кожи и сенсибилиза-
ции аллергенами. Помимо вышеперечисленных 
свойств IL-4 и IL-13 активно ингибируют выра-
ботку в коже антимикробных пептидов (AMP), в 
результате чего формируются предрасполагаю-
щие условия для проникновения в кожу пациен-
тов с атопическим дерматитом Staphylococcus 
aureus, усугубляется воспалительная реакция и 
снижаются барьерные функции кожи [27, 35]. 

Несмотря на то, что АД обычно начинается в 
раннем детстве, в большинстве исследований по 
атопическому дерматиту изучаются только взрос-
лые пациенты. Тем не менее всем известны воз-
растные корреляции клинических проявлений 
АД. В младенческом периоде преобладают экссу-
дативные явления, проявления заболевания ло-
кализуются чаще на открытых участках кожных 
покровов, разгибательной поверхности конеч-
ностей. В детском возрастном периоде острые 
воспалительные явления и экссудация менее 
выражены, процесс носит характер хроническо-
го воспаления. Высыпания локализуются боль-
шей частью в области сгибательной поверхности 
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локтевых, коленных, лучезапястных и голено-
стопных суставов, на задней поверхности шеи, в 
заушной области. У подростков и взрослых пре-
обладают явления инфильтрации с лихенифика-
цией, эритема застойного характера. Высыпания 
носят генерализованный характер, не приуро-
ченный к конкретным зонам конечностей или 
других участков кожных покровов [30]. Помимо 
вышеперечисленных клинических различий воз-
растных форм заболевания, у пациентов с АД раз-
ительно отличаются сывороточные биомаркеры 
и микробиом кожи. Большинство исследований 
периферической крови у детей с АД [1, 13, 25, 
28, 48] демонстрируют, что активность заболева-
ния коррелирует с несколькими сывороточными 
биомаркерами: IL-31, CCL17, CCL22, CCL27, 
эозинофилами и IgE и ограниченным набором 
маркеров Th2/Th1 с использованием экспрессии 
мРНК [7, 36]. Фенотип периферической крови 
при атопическом дерматите раннего детского 
возраста характеризовался только экспансией 
Th2 без других подгрупп Т-клеток [12]. Напро-
тив, кровь взрослых пациентов с AД демонстри-
рует увеличение уровня Th22, что, возможно, от-
ражает постоянную иммунную стимуляцию на 
протяжении продолжительного времени [12]. 

Исследуя кожный иммунитет пациентов с 
АД, были выявлены различия между иммунны-
ми профилями кожи младенцев и взрослых [15]. 
Как у детей с ранним дебютом заболевания, так и 
у взрослых с AД наблюдается сильная активация 
Th2, однако при поражениях кожи у младенцев с 
AД усиливается врожденное и связанное с IL- 17 
воспаление. Эта двойная активация ответов Th2 
и Th17 может быть объяснена выраженным по-
вышением уровня IL-19 – цитокина, который 
может быть индуцирован как IL-17, так и IL-4/
IL-13 и который, как было показано, усиливает 
влияние IL-17 на кератиноциты [10]. В допол-
нение к избыточной выработке Th17, раннее на-
чало AД у детей коррелировало с повышенными 
уровнями антимикробных пепдидов (АМР) [10]. 
Это повышение уровней AMP может служить 
сигнальным маркером, запускающим заболева-
ние [23, 27]. Тем не менее на коже у здоровых де-
тей контрольной группы также наблюдалось по-
вышение уровня медиаторов, ассоциированных 
с Th17 и Th22, включая AMP [34, 43], что, воз-
можно, связано с необходимостью кожи ново-
рожденного бороться с инфекциями, когда им-
мунная система кожи еще недостаточно развита. 
Таким образом, патогенная роль этих иммунных 

осей у детей еще должна быть оценена посред-
ством клинических исследований.

Патогенетическая взаимосвязь атопического 
дерматита и других системных процессов

В последнее время появилось много сведений, 
что AД напрямую связан с другими системными 
неаллергическими процессами и заболеваниями. 
В первую очередь это касается метаболического 
синдрома [8, 42, 49] и сердечно-сосудистых за-
болеваний [44]. Хроническое воспаление уско-
ряет атеросклероз, вызванный повторяющимся 
повреждением сосудов при любом системном 
воспалительном процессе [24]. Считается, что 
повышенные уровни TNFa, IL-17 и IL-22 спо-
собствуют увеличению риска сердечно-сосуди-
стых заболеваний у пациентов с хроническим 
бляшечным псориазом и еще с рядом других 
хронических воспалительных заболеваний кожи 
[31]. Эти цитокины также активируются в коже 
пациентов с АД, что в комплексе с усилением ак-
тивности ряда циркулирующих Т-клеток может 
опосредованно вызывать повреждение эндоте-
лия у этой популяции пациентов. Данные in vitro 
предполагают, что IL-17 действительно может 
способствовать провоспалительным изменениям 
в эндотелиальных клетках и ингибирование IL-
17 в мышиной модели атеросклероза значитель-
но уменьшает заболевание [21].

Говоря о взаимосвязи псориаза и атопического 
дерматита, необходимо отметить, что эти патоло-
гические процессы являются распространенными 
T-клеточными воспалительными заболеваниями 
кожи. Эти заболевания сходны в том, что эпидер-
мальные кератиноциты реагируют на цитокины, 
вырабатываемые Т-клетками, которые способны 
изменять рост и дифференцировку эпителиоци-
тов, составляя основную часть общего фенотипа 
заболевания. При изучении атопического дерма-
тита и псориаза у пациентов в европейско-амери-
канской популяции, эти два заболевания демон-
стрируют разную полярность Т-клеток и разные 
группы вырабатываемых цитокинов. Псориаз 
является заболеванием, в значительной степени 
обусловленным Th17 и связанной с ним актива-
цией IL-17, в то время как атопический дерма-
тит является следствием доминирования Th2 и 
связанной с ним избыточной продукцией IL-4 и 
IL-13. В то же время оба заболевания демонстри-
руют активацию Th1 и Th22 с повышением про-
дукции интерферона-γ и IL-22 соответственно. 
В 70% случаев атопического дерматита наблю-
дается гиперпродукция IgE, сопровождающаяся 
аллергией или бронхиальной астмой, что, по всей 
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вероятности, вызвано активацией Th2, которых, 
как правило, не хватает при псориазе. Псориаз и 
атопический дерматит безусловно рассматрива-
ются как отдельные заболевания с различными 
клиническими, тканевыми и молекулярными 
фенотипами, но эта точка зрения не учитывает 
различные подтипы AД, включая врожденный, 
азиатский и педиатрический AД, которые имеют 
выраженный IL-17 компонент, а также некото-
рые схожие паттерны гистологических особен-
ностей тканей. Следовательно, при рассмотре-
нии диапазона различных фенотипов AД можно 
сделать вывод, что псориаз и AД у некоторых 
групп пациентов создают перекрывающиеся им-
муно-гистопатологические характеристики этих 
двух заболеваний. Проведенные в 2017 году ис-
следования Института аллергии и иммунологии 
в Ла Джолла (La Jolla) выявили общий фактор, 
ведущий к воспалению в коже как при АД, так 
и при псориазе. У пациентов, страдавших АД, и 
у пациентов с псориазом было выявлено единое 
выраженное повышение белка из семейства фак-
тора некроза опухоли (TNF) – TWEAK, который, 
как выяснилось, вызывает провоспалительные 
сигналы, приводящие к накоплению иммунных 
клеток в коже [3, 41]. Изучая молекулу TWEAK 
и ее рецептор Fn14, было доказано, что они уча-
ствуют в развитии нескольких заболеваний: вос-
палительных заболеваний кишечника, артрита 
и волчаночноподобного нефрита. TWEAK и его 
рецептор Fn14 – молекулярные регуляторы от-
ветной реакции тканей при повреждениях. Ке-
ратиноциты и фибробласты кожи в ответ на по-

вышенную активность TWEAK производят ряд 
хемоатрактивных и провоспалительных факто-
ров, обычно встречающихся при атопическом 
дерматите и псориазе, в частности IL-13 и IL-17. 
Изолированно TWEAK не является этиологи-
ческим фактором атопического дерматита или 
псориаза, но он вызывает продукцию хемокинов, 
которые способствуют хемотаксису патогенных 
воспалительных клеток в коже [41]. В настоящее 
время ведутся исследования по синтезированию 
таргетного биопрепарата, подавляющего выра-
ботку TWEAK, что позволит в достаточной сте-
пени контролировать воспаление кожи, чтобы 
устранить симптомы и улучшить качество жизни 
пациентов с АД и псориазом.

Заключение
Улучшение понимания патофизиологии АД и 

его взаимосвязи с другими дерматологическими 
и недерматологическими системными заболева-
ниями является актуальнейшим направлением 
научных исследований и позволяет найти ответы 
в применении таргетных препаратов, направлен-
ных на коррекцию или устранение конкретных 
составляющих или звеньев патогенеза. Генети-
ческое, молекулярное и клиническое феноти-
пирование пациентов позволяет понять, какие 
патологические механизмы наиболее актуальны 
у конкретного пациента, что даст возможность 
применить персонализированную медицину для 
лечения пациентов с атопическим дерматитом и 
сопутствующими заболеваниями.
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IgM- И IgA-ОТВЕТ ПЕРИТОНЕАЛЬНЫХ B1-КЛЕТОК 
НА Т-НЕЗАВИСИМЫЙ АНТИГЕН ВТОРОГО РОДА 
В ПРИСУТСТВИИ γδγδT-КЛЕТОК IN VITRO
Снегирева Н.А.1, Сидорова Е.В. 1, Дьяков И.Н.1, Гаврилова М.В.1, 
Чернышова И.Н.1, Пашков Е.П.2, Свитич О.А.1, 2

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, 
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2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. IgA является важным компонентом мукозальной системы организма, поскольку ограни-
чивает поступление патогенов в кровоток. С нарушениями в синтезе IgA могут быть связаны такие 
воспалительные заболевания кишечника, как болезнь Крона и неспецифический язвенный колит. 
В кишечнике источником IgA являются как B1-клетки, так и В2-клетки. Особое внимание уделяется 
B1-клеткам, благодаря их способности отвечать преимущественно на Т-независимые антигены вто-
рого типа и вырабатывать естественные антитела. B1-клетками образуется около 50% всех IgA в ки-
шечнике, в числе которых есть и специфические антитела к компонентам микроорганизмов, содер-
жащихся на слизистых в желудочно-кишечном тракте. Механизм образования IgA T-независимым 
способом исследован не достаточно полно. Имеется предположение, что помощь в переключении 
на синтез IgA могут оказывать γδТ-клетки. В пользу этого предположения может свидетельствовать 
совместная локализация с В1-лимфоцитами в слизистой оболочке кишечника и участие наравне с 
В1-клетками в формировании первой линии защиты от патогенов. Кроме того, обе эти субпопуляции 
лимфоцитов появляются в онтогенезе первыми, раньше «классических» В2- и aβТ-клеток. Исходя из 
этого, было сделано предположение, что γδT-лимфоциты могут быть вовлечены в процессы индук-
ции и/или регуляции образования IgM и IgA B1-клетками при ответе на ТН2-антигены.

В настоящей работе было проведено исследование воздействия γδТ-клеток на образование В1-
лимфоцитами IgA- и IgM-продуцентов in vitro в ответ на a(1,3)-декстран. Также было проведено ис-
следование динамики экспрессии мРНК тяжелых цепей IgM и IgA B1-клетками в культурах в разные 
сроки после помещения в систему in vitro.

В ходе исследования было получено, что при совместном культивировании B1-клеток с 20% γδТ-
лимфоцитов не происходит увеличения числа специфичных к декстрану IgM-продуцентов. Экспрес-
сия мРНК тяжелой цепи IgM в совместной культуре в ответ на декстран также была сниженной, по 
сравнению с ответом чистой культуры B1-клеток. Вопреки ранее сделанному предположению, при-
сутствие γδТ-лимфоцитов в культуре не увеличивало образование IgA-продуцентов. Полученные дан-
ные свидетельствуют о проявлении регуляторных свойств γδТ-лимфоцитов при ответе B1-клеток на 
Т-независимые антигены.

Ключевые слова: IgM, IgA, B1-клетки, γδT-клетки, Т-независимый антиген 2-го типа, кишечник, декстран
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IgM- AND IgA-RESPONSE OF PERITONEAL B1 CELLS TO THE 
TI-2 ANTIGEN WITH IN VITRO PRESENCE OF γδγδT CELLS 
Snegireva N.A.a,  Sidorova E.V. a, Dyakov I.N.a, Gavrilova M.V.a, 

Chernishova I.N.a, Pashkov E.P.b, Svitich O.A.a, b

a I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  
b I. Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. IgA is an important component of the mucosal system of the body. It limits penetration of pathogens 
into the bloodstream. Inflammatory diseases such as Crohn disease and colitis may be associated with disorders 
of IgA synthesis. Both B1 and B2 cells are a source of IgA in the intestines. Special attention is paid to B1 cells, 
which are able to respond to T-independent type 2 antigens and produce natural antibodies. B1 cells produce 
about 50% of the intestinal IgA including specific antibodies to the components of microorganisms contained 
in the gastrointestinal tract. The mechanism of IgA formation in the T-independent way is not investigated in 
details. It was suggested that the γδТ-cells promote switching to IgA synthesis by B1 cells. This assumption may 
be supported by their co-localization with B1 lymphocytes in the intestinal mucosa, as well as participation, 
along with B1 cells, in formation of the first-line defense against the pathogens. In addition, the both lymphocyte 
subpopulations evolve during initial ontogenesis, earlier than “classic” В2 and aβT cells. Therefore, it was 
suggested that γδT lymphocytes may be involved into the processes of induction and/or regulation of IgM and 
IgA production by B1 cells in response to TH2 antigens.

In the present study, we have shown the effect of γδT  cells upon generation of IgM- and IgA-forming B1 
cells in response to a-1,3-dextran in vitro. We also studied the dynamics of the mRNA expression for IgM- and 
IgA-heavy chains by the B1 cells at different terms of in vitro culture.

It was found that, during co-cultivation of B1 cells with 20% γδT lymphocytes, there is no increase in 
the number of dextran-specific IgM-producing cells. The B1 cells exhibited an increase of IgM heavy chain 
mRNA expression in response to dextran but not in co-cultures. Expression of mRNA for IgM heavy chains 
in co-cultures was decreased compared to non-treated B-cell cultures. Contrary to the earlier assumption, a 
presence of γδT lymphocytes in culture did not enhance the formation of IgA producents. The obtained data 
suggest regulatory properties of the γδТ lymphocytes during the B1 cells response to T-independent antigens.

Keywords: IgM, IgA, B1 cells, γδT cells, TI-2 antigen, intestine, dextran

Введение
Мукозальная система кишечника является 

важным компонентом иммунной системы орга-
низма. Факторы врожденного иммунитета, нахо-
дящиеся в слизистой оболочке кишечника, обе-
спечивают баланс с микрофлорой. Кроме того, 
слизистая оболочка является барьером, который 
защищает организм от потенциально вредных 
пищевых антигенов и патогенных микробов [9]. 
В слизистой кишечника локализовано большое 
число иммунных факторов, выполняющих за-
щитные функции.

Микрофлора кишечника представлена раз-
нообразными микроорганизмами. Компонен-
ты микробов являются антигенами различной 
природы, значительная часть которых имеет не-
белковую Т-независимую природу. Они, в свою 
очередь, подразделяются на антигены первого и 
второго рода (ТН1 и ТН2) [28]. Для ТН2-антиге-
нов характерно наличие множества одинаковых 
регулярно расположенных антигенных детерми-
нант. Связывание с В-клеточными рецепторами 
обусловливает их кластеризацию и приводит к 

индукции сигнала, достаточного для инициации 
ответа В-клетки в отсутствие «второго» сигнала 
от Т-лимфоцитов. На ТН2-антигены отвечают 
преимущественно клетки минорной субпопу-
ляции В1-лимфоцитов. К ТН2-антигенам от-
носятся бактериальные полисахариды, полиме-
ризованный флагеллин, а также синтетические 
антигены – поливинилпирролидон, полипеп-
тиды, состоящие из D-аминокислот, конъюгаты 
гаптенов с Т-независимыми носителями и др. 
Таким образом, ТН2-антигены являются важным 
компонентом окружающей среды, и в организме 
сформировалась система взаимодействия с таки-
ми антигенами и микроорганизмами, являющи-
мися их источниками.

К компонентам иммунной системы, отвеча-
ющим за взаимодействие с микрофлорой, от-
носится IgA слизистого секрета кишечника, 
участвующий в регуляции состава кишечной ми-
крофлоры [30]. Принято считать, что IgA явля-
ется основным иммуноглобулином в слизистых 
секретах и вырабатывается как В2-, так и B1-
клетками. В2-лимфоциты локализуются в лим-
фоидной ткани кишечника в основном в Пейе-
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ровых бляшках, а В1 – преимущественно в lamina 
propria [34]. В2-клетки отвечают на Т-зависимые 
антигены (ТЗ) белковой природы и для пере-
ключения классов продуцируемых иммуноглобу-
линов им нужна «помощь» T-клеток. В1-клетки 
отвечают преимущественно на ТН2-АГ и, как 
было отмечено выше, помощь «классических» 
Т-хелперов при этом не вовлекается.

Первым изотипом антител, продуцируемых 
В-лимфоцитом, является IgM. Известно, что в 
«классическом» варианте В2-лимфоцитам для 
смены изотипа антител с IgM на любой другой 
изотип требуется помощь Т-хелперных клеток. 
Как было отмечено выше, В1-лимфоциты не спо-
собны привлекать «классическую» Т-клеточную 
помощь при ответе на Т-независимые антигены. 
В то же время B1-лимфоциты продуцируют зна-
чительную часть IgA в кишечнике [15], что сви-
детельствует о том, что переключение изотипа 
иммуноглобулина в них происходит даже в отсут-
ствие помощи от Т-хелперов.

В настоящее время способность B1-клеток 
переключаться на синтез IgA Т-независимым 
путем уже не подвергается сомнению, однако не 
выяснены механизмы, вовлеченные в этот про-
цесс. В исследовании Macpherson A.J. и соавт. 
(2000) отмечается, что присутствие бактериаль-
ной микрофлоры в кишечнике является необ-
ходимым условием для последующей индукции 
синтеза секреторного IgA [25]. Тем не менее ра-
боты по изучению продукции IgA B1-клетками 
при добавлении ТН2-антигенов in vitro в лите-
ратуре практически не встречаются. Известен 
ряд факторов, способствующих синтезу IgA B1-
клетками [27]. В работе Genestier (2007) показано, 
что различные TLR-лиганды могут индуцировать 
продукцию IgA в B1-клетках in vitro [22]. Извест-
но также, что некоторые цитокины (TGF-β, IL-5, 
IL-15 и BAFF и др.) могут способствовать пере-
ключению на IgA. Помимо гуморальных факто-
ров, на продукцию IgA может влиять и ряд кле-
ток, таких как макрофаги, дендритные клетки и 
др. Участие T-хелперов при этом остается незна-
чительным [27]. Так, известно, что образование 
IgA происходит и у мышей, имеющих дефицит 
Т-лимфоцитов, у CD40-/- или CD28-/- мышей (т.е. 
не имеющих важных костимулирующих моле-
кул, участвующих в индукции Т-зависимого им-
мунного ответа) и т.д. [21]. В работе Fagarasan S. 
(2001) показано, что культивирование IgM+ 
B-клеток вместе со стромальными клетками сли-
зистой оболочки кишечника преимущественно 
усиливает дифференцировку B-лимфоцитов в 
IgA+-плазматические клетки [18]. Также было 
выдвинуто предположение, что на синтез IgA B1-
клетками могут влиять и другие компоненты му-
козальной иммунной системы [27], в частности – 
субпопуляция γδT-лимфоцитов [22, 41]. 

γδT-лимфоциты локализуются преимуще-
ственно в коже и слизистых оболочках [29]. Они 
проявляют различные биологические эффекты: 
могут проявлять цитотоксичность, участвуют 
в иммунорегуляции, презентации антигенов и 
репарации поврежденных тканей и органов [7]. 
Особенности происхождения и полиморфность 
свойств этих клеток обусловливают их способ-
ность участвовать в процессах как врожденного, 
так и адаптивного иммунитета. γδT-лимфоциты, 
вероятно, могут влиять и на синтез иммуногло-
булинов. В пользу этого предположения может 
свидетельствовать совместная локализация с В1-
лимфоцитами в слизистой оболочке кишечника 
и участие наравне с В1-клетками в формирова-
нии первой линии защиты от патогенов. Кроме 
того, обе эти субпопуляции лимфоцитов появля-
ются в онтогенезе первыми, раньше «классиче-
ских» В2- и aβТ-клеток. Исходя из этого, было 
сделано предположение, что γδT-лимфоциты мо-
гут быть вовлечены в процессы индукции и/или 
регуляции образования IgM и IgA B1-клетками 
при ответе на ТН2-антигены [16].

Изучение роли γδT-клеток в продукции IgМ 
и IgA В1-лимфоцитами в слизистой кишечника 
является важной и весьма актуальной задачей в 
области фундаментальной иммунологии. Исхо-
дя из этого, целью представленной работы было 
изучение образования IgM и IgA B1-клетками в 
присутствии γδT-лимфоцитов и ТН2-антигена.

Материалы и методы
Животные 
В работе использовали мышей линии CBA, 

самок, массой 18-20 г. Мыши получены из пи-
томника «Андреевка» ФГБУН «НЦБМТ» ФМБА 
России. Работа с животными проводились со-
гласно рекомендациям в ГОСТ 33215-2014 [5].

Антиген и индукция иммунного ответа
В качестве ТН2-антигена для индукции им-

мунного ответа в B1-лимфоцитах использо-
вали a(1,3)-декстран Leuconostoc mesenteroides 
(Декс) (Sigma, США) в конечной концентрации 
10 нг/ мл в культуре клеток.

In vitro клетки культивировали в 96-луноч-
ных круглодонных планшетах (Nunc, США) в 
СО2-инкубаторе (5% СО2, 37 °С) в среде RPMI 
1640 с добавлением 10% “HI FBS”, 2% антибио-
тиков “PenStrep”, 0,02 M HEPES (Gibco, США), 
5 × 10-

 
7М 2-меркаптоэтанола (Sigma, США), 

0,003M L-глутамина (Gibco, США), 0,001 M пи-
рувата натрия (Gibco, США).

Выделение B1-лимфоцитов
В1-клетки выделяли у мышей СВА из пери-

тонеальной полости. Полный протокол выде-
ления представлен в статье [2]. Для получения 
В-лимфоцитов клетки инкубировали с магнит-
ными бусами, покрытыми антителами крысы к 



248

Snegireva N.A. et al.
Снегирева Н.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

CD19 мыши “CD19 MicroBeads, mouse” (Miltenyi, 
Германия), в течение 15 мин при 4 °С. Смесь пе-
ритонеальных В1- и В2-клеток выделяли на маг-
нитной МS колонке “MS Column” (Miltenyi, 
Германия). Затем методом негативной имму-
номгнитной сепарации удаляли В2-популяцию, 
последовательно инкубируя перитонеальные 
В-клетки вначале с биотинилированными анти-
телами к CD23 мыши “Biotin Rat Anti-Mouse 
CD23” (BD Biosciences, США) (20 мин при 4 °С), 
а затем с магнитными бусами “Biotin Binder 
Dynabeads” (Invirogen, США) (30 мин при +4 °С 
на ротаторе “Multi Bio RS-24” (Biosan, Латвия)). 
В результате выделения получали суспензию B1-
клеток с чистотой более 95%.

Выделение γδT-лимфоцитов 
Выделение γδT-лимфоцитов проводилось с 

помощью модифицированного метода [38]. Ки-
шечник измельчали и промывали в среде RPMI 
1640 с 8% “HI FBS” (Gibco, США) без антибио-
тиков. Для выделения лимфоцитов промытые 
фрагменты кишечника инкубировали на гори-
зонтальном шейкере в среде RPMI 1640 содержа-
щую 8% ЭТС “HI FBS”, 1 мМ ЭДТА (Calbiochem, 
США), 1 мМ дитиотрейтола (ДТТ) (Sigma, 
США), и 2% антибиотиков “PenStrep” (GIBCO, 
США) предварительно прогретой в термостате до 
+37 °С. Состав сред подробно описан в публика-
ции [38]. Полученную суспензию фильтровали 
для удаления остатков кишечника и клеточных 
агломератов и осаждали центрифугированием.

Из полученной суспензии лимфоцитов слизи-
стой оболочки кишечника мыши выделяли γδT-
клетки методом иммуномагнитной сепарации 
с использованием “ТCR γ/δT cell Isolation Kit” 
(Miltenyi, Германия). Полученные γδT-клетки 
переводили в полную среду для культивирова-
ния in vitro и инкубировали согласно схеме опы-
та. Из кишечников 3 мышей удавалось получить 
1,0±0,2 млн γδT-клеток с чистотой 90-92%. 

Клеточный иммуноферментный анализ 
ELISPOT

ELISPOT проводили в планшетах с подложкой 
из нитроцеллюлозы Elispot MultiScreen (Merck, 
США). Для определения числа иммуноглобули-
нобразующих клеток (ИГОК) на нитроцеллю-
лозу сенсибилизировали антитела козы против 
IgM, IgA и IgG мыши “Goat Anti-Mouse IgG, IgA, 
IgM [H+L]” (Invitrogen, США). Для определения 
числа антителообразующих клеток (АОК) к Декс 
фильтры сенсибилозировали Декс в концентра-
ции 10 нг/мл в течение 2 ч при +37 °С, затем 12 ч 
при +20 °С. После сенсибилизации фильтры от-
мывали ФСБ и с помощью 1% БСА блокирова-
ли сайты неспецифической сорбции на мембра-
не. Клетки культивировали на фильтрах 12-18 ч 
в CO2-инкубаторе при 37 °С в среде RPMI 1640 с 
1% ЭТС “HI FBS”.

Для определения числа АОК в лунку планшета 
вносили 100-200 × 103 клеток в 100 мкл среды, для 
определения ИГОК – 5-50 × 103 клеток в лунку. 
По окончании инкубации клетки удаляли. Об-
разовавшиеся иммунные комплексы выявляли с 
использованием иммуноферментного анализа, 
поэтапно добавляя биотинилированные антите-
ла к IgM “Goat Anti-Mouse IgM” или IgA мыши 
“Goat Anti-Mouse IgA” (Invitrogen, США), конъ-
югат Streptavidin HRP “AbD” (Bio-Rad, США) и 
субстратный буфер, содержащий 1,4-хлорнаф-
тол и перекись водорода. Реакцию останавлива-
ли дистиллированной водой. После высыхания 
фильтров подсчитывали число окрашенных то-
чек – «спотов» (каждая точка соответствует клет-
ке). Полученный результат пересчитывали на 106 
клеток.

Оценка экспрессии генов IgM и IgA в В1-
лимфоцитах 

Для оценки экспрессии генов IgM и IgA в В1-
лимфоцитах, из клеток выделяли общую РНК 
на сроки: 0 ч, 1 ч, 1-е, 4-е и 7-е сут. Экстракция 
РНК из клеток проводилась с использованием 
набора для выделения нуклеиновых кислот «Ам-
плиСенс РИБО-сорб» (ИнтерЛабСервис, РФ). 
Для проведения реакции обратной транскрип-
ции (ОТ) в работе использовался набор «ОТ-1» 
(Синтол, РФ). Реакция проводилась по прото-
колу, представленному в инструкции к набору. 
Для постановки ПЦР-РВ применяли метод с 
использованием интеркалирующего красителя 
SYBR Green I и использованием «Haбopа реа-
гентов для проведения ПЦР-РВ в присутствии 
красителя SYBR Green I» (Синтол, РФ). Реакция 
проводилась согласно протоколу, приложенно-
му к набору. Образцы супернатантов, получен-
ные in vitro были исследованы на наличие мРНК 
константных областей иммуноглобулинов IgA и 
IgM. Данные о последовательностях праймеров 
для детекции экспрессируемых генов констант-
ных областей тяжелых цепей IgA (Ig a C region-1, 
sense primer GTCTGCGAGAAATCCCACCA, 
antisense primer CATCTGAACCCAGGAGCAGG) 
и IgM мыши (Ig μ C region. sense primer 
CCTGGCAACCTATGAAAC, antisense primer 
GGATGCTGTGGGTAAAGT) взяты из ста-
тьи [35]. Уровень экспрессии генов иммуногло-
булинов IgM и IgA указаны в количестве копий 
на 106 клеток. 

Статистическая обработка данных
Для обработки результатов применяли не-

параметрический метод анализа с использова-
нием критерия Манна–Уитни. Все графики и 
расчеты выполняли с использованием программ 
GraphPad Prism 6 и Microsoft Office Excel. Досто-
верными считались результаты при p ≤ 0,05. Дан-
ные представлены в форме медиан и 5-95 про-
центилей.
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Результаты
Образование IgM- и IgA-продуцирующих B1-

лимфоцитов при совместной инкубации с γδγδT-
клетками

Первой задачей была отработка систе-
мы in vitro для совместного культивирования 
B1- и γδT-лимфоцитов. Из литературных дан-
ных известно, что в слизистой оболочке ки-
шечника γδ-TCR экспрессируют ≈  20-40% всех  
T-лимфоцитов [14], в зависимости от линии мы-
шей. Ранее было установлено, что γδT-клетки 
мышей линии CBA составляют около 10%, а B1-
клетки – около 5% всех лимфоцитов, выделяе-
мых из тонкого кишечника [38]. 

B1-лимфоциты способны отвечать на 
ТН2-антигены без «классической» помощи 
T-хелперных клеток. Условия экспериментов 
были подобраны так, чтобы обеспечить взаи-
модействие выделенных субпопуляций B1- и 
γδT-лимфоцитов. В эксперименте оценивали 
следующие группы сравнения: интактные B1-
лимфоциты (B1), B1-лимфоциты с добавлением 
10 нг/мл Декс (B1 + Декс), смесь B1- и γδT-клеток 
(B1 + γδT), смесь B1 с γδТ-клетками с добавлени-
ем 10 нг/мл Декс (B1 + γδT + Декс). Число ИГОК 
и АОК определяли на 4-е и 7-е сутки [8].

Предшественниками IgA-продуцентов в 
кишечнике являются преимущественно B1-
клетки. Основным местом локализации В1-
лимфоцитов, помимо слизистых оболочек, яв-
ляются серозные полости, в том числе брюшная 
полость [17], где они составляют около 40% от 
лимфоцитов [11]. В связи с этим в качестве ис-
точника В1-лимфоцитов для оценки влияния 
γδT-лимфоцитов на синтез IgA использовали 
клетки брюшной полости. Для инкубации in vitro 
использовали соотношения γδT- и B1-клеток 1:10 
и 1:5. Сравнивали количество АОК и ИГОК, об-
разованных B1-клетками в монокультуре при 
добавлении Декс с числом АОК и ИГОК, обра-
зованных B1-клетками в ответ на Декс при со-
вместной инкубации с γδT-лимфоцитами. На 
первом этапе работы число IgM- и IgA-АОК и 
ИГОК оценивали на 4-е сутки, γδT- и B1-клетки 
инкубировали в соотношении 1:10 (рис. 1).

При внесении ТН2-антигена Декс в культуру 
число IgM-АОК увеличивалось в 2 раза по срав-
нению с интактными B1-клетками. При этом 
достоверного возрастания числа IgM-ИГОК не 
происходило (рис. 1А). IgA-продуцентов на 4-е 
сутки выявлялось на порядок меньше, чем IgM-
ИГОК. Добавление Декс к В1-лимфоцитам не 
приводило к достоверному изменению числа 
клеток, продуцирующих IgA in vitro (рис. 1В). 
IgA-АОК, специфичных к Декс на 4-е сутки вы-
явлено не было.

Совместное культивирование γδT-клеток с 
B1-клетками в соотношении 1:10, а также до-

бавление к смеси Декс также не приводило к до-
стоверным изменениям числа IgM-АОК и IgM- и 
IgA-ИГОК (рис. 1). По-видимому, γδT-клетки в 
нашем эксперименте не оказывали влияния на 
продукцию неспецифических антител, но были 
способны угнетать образование антител, спец-
ифичных к Декс. 

Поскольку влияния γδT-лимфоцитов на об-
разование АОК и ИГОК B1-клетками при со-
вместной инкубации в соотношении 1:10 выяв-
лено не было, а соотношение γδT- и В1-клеток в 
норме [14] превышает использованное в экспе-
рименте, была предпринята попытка увеличить 
количество γδT-лимфоцитов в культуре в рамках, 
которые позволяла методика их выделения, т.е. в 
2 раза. Последующие эксперименты проводили, 
смешивая γδT- и В1-лимфоциты в соотношении 
1:5.

Совместная инкубация γδT- и B1-клеток с 
Декс в соотношении 1:5 не приводила к увели-
чению числа IgM-АОК. Более того, число IgM-
АОК в этой группе было достоверно ниже чис-
ла IgM-АОК в группе B1-клеток с Декс. Такие 
данные могут указывать на угнетающее действие 
γδT-лимфоцитов на специфический ответ B1-
лимфоцитов на Декс (рис. 2).

Добавление к В1-лимфоцитам как γδТ, так и 
Декс не изменяло индукцию IgA-ИГОК в сравне-
нии с интактными B1-клетками (рис. 2). IgA- АОК 
при этом ни в одной группе выявлено не было. 
По-видимому, добавление Декс in vitro не приво-
дит к увеличению уровня IgA-продуцентов среди 
В1-клеток и γδТ-лимфоциты не влияют на обра-
зование IgA B1-лимфоцитами.

Таким образом, на 4-е сутки различимого вли-
яния γδТ-клеток на продукцию IgA в ответ на 
ТН2-антиген Декс выявлено не было. Предполо-
жили, что для выявления IgA необходима более 
длительная совместная инкубация. Оценивали те 
же показатели на более поздние сроки. Результа-
ты совместной культивации клеток двух субпопу-
ляций в течение 7 суток в соотношении 1:5 пред-
ставлены на рисунке 3.

На 7-е сутки инкубации B1-клеток с Декс вы-
явлено увеличение в 2 раза как IgM-АОК так и 
IgM-ИГОК (рис. 3). При совместном культиви-
ровании B1-и γδT-лимфоцитов с Декс выявлен-
ное число специфичных IgM-АОК было в 2,5 раза 
больше, чем в культуре B1 и γδT без антигена, но 
достоверно не отличалось от числа IgM-АОК в 
культуре B1-клеток с Декс. Такие данные могут 
указывать, что γδT-клетки к 7 суткам перестают 
оказывать влияние на специфический IgM ответ 
B1-клеток на Декс.

По результатам экспериментов можно сде-
лать вывод о супрессирующем влиянии γδT-
лимфоцитов на специфический IgM-ответ на 
ТН2-антиген на 4-е сутки. Поскольку IgA-ИГОК 
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Рисунок 1. Количество Ig-продуцентов на 4-е сутки после инкубации γδγδT- и B1-клеток in vitro в соотношении 1 к 10
Figure 1. The number of Ig-producing cells after co-incubation of γδT and B-1 cells in vitro in a ratio of 1 to 10, 4th day

и IgA-АОК на 7-е сутки выявлено не было, можно 
заключить, что в условиях нашего эксперимента 
взаимодействие с γδТ-клетками не приводило к 
увеличению продукции IgA B1-лимфоцитами. 
Тем не менее отсутствие секретируемых молекул 
может свидетельствовать как об отсутствии их 
индукции, так и о нарушении трансляции и экс-
прессии/секреции. В связи с этим на следующем 
этапе работы был оценен уровень экспрессии ге-
нов тяжелых цепей IgM и IgA. 

Динамика экспрессии генов тяжелой цепи IgM 
и IgА в B1-клетках в присутствии ТН2-антигена  
и/или γδγδT-клеток

Поскольку результаты полученные методом 
ELISPOT не являются достаточными для оценки 
генерации IgA-продуцентов, было решено ис-
пользовать для этой цели молекулярный метод 
исследования ПЦР-РВ. Преимуществом такого 
анализа является возможность выявить синтези-
руемые, но не секретируемые иммуноглобулины.

Клетки γδT- и B1-инкубировали in vitro в со-
отношении 1:5 с добавлением и без добавления 
Декс. Полученные данные по экспрессии гена 
тяжелой цепи IgM приведены на рисунке 4.

В течение первых суток во всех группах кле-
ток изменений в экспрессии IgM не выявилось. 
На 4-е сутки при добавлении к B1-клеткам Декс 

происходило достоверное увеличение экспрес-
сии мРНК тяжелой цепи IgM, что соответствует 
описанным выше результатам, полученным ме-
тодом ELISPOT. К 7-му дню уровень экспрессии 
мРНК IgM увеличивался в 4,6 раза в интактных 
B1-клетках, в 5,7 раза в B1-клетках при добавле-
нии Декс. 

При совместной инкубации B1- и γδТ-клеток, 
как с Декс, так и без него динамика экспрессии 
мРНК IgM была аналогичной динамике в ин-
тактных B1-лимфоцитах. Добавление Декс к 
смеси B1- и γδТ-клеток не приводило к усилению 
экспрессии мРНК тяжелой цепи IgM на 4-е сутки 
и на 7-е сутки. Такие данные могут указывать на 
супрессирующее действие γδT-лимфоцитов, ко-
торое задерживает развитие ответа B1-клеток при 
контакте с Декс in vitro. 

Результаты оценки экспрессии мРНК тяжелой 
цепи IgA в динамике указывают на ее усиление к 
4-м суткам во всех группах. На 7-е сутки значения 
выходили на плато (рис. 5). В культуре B1+Декс 
экспрессия мРНК тяжелой цепи IgA была выше, 
чем в остальных группах. На 7-е сутки различий 
в экспрессии IgA в исследуемых культурах клеток 
уже не выявлялось.

Экспрессия мРНК тяжелой цепи IgA была вы-
явлена у интактных B1-клеток и в смеси γδТ- и 
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B1-лимфоцитов без антигена при инкубации в 
соотношении 1:5. Она увеличивалась уже в пер-
вый час совместной инкубации (в 4,5 и в 5,4 раза 
соответственно), однако через сутки экспрессия 
снижалась до исходного уровня. 

Добавление антигена Декс к смеси клеток 
B1 и γδТ не вызывает достоверного увеличения 
экспрессии мРНК тяжелой цепи IgA в течение 
первого часа, однако на 1-е сутки наблюдается 
наибольшее возрастание этого показателя отно-
сительно нулевой точки в сравнении с другими 
группами. Отсутствие усиления экспрессии IgA в 
1-й час в группах с Декс можно объяснить пре-
имущественным ответом В-лимфоцитов вообще 
и B1-клеток в частности при первом контакте 
с антигеном продукции IgM. По той же причи-
не происходит усиление экспрессии IgM во всех 
группах вплоть до четвертых суток, где наиболь-
шие уровни отмечаются при добавлении Декс к 
B1-клеткам.

Экспрессия мРНК тяжелых цепей IgA на 1-е 
сутки усиливалась во всех группах. При этом в 
группе B1-клеток с добавлением ТН2-антигена 
экспрессия возрастала в 6,5 раз, тогда как в 
остальных группах отмечалось усиление не более 
чем в 2 раза (рис. 5). Такие результаты могут быть 
объяснены супрессорным действием γδT-клеток 

на способность В1-лимфоцитов экспрессировать 
IgA in vitro в ответ на ТН2-антиген.

Обсуждение
В литературе есть большое количество дан-

ных, касающихся разнообразия субпопуляций 
γδТ-клеток, их локализации, свойств и роли в 
различных иммунных процессах. Однако о ме-
ханизмах взаимодействия γδT- с B-лимфоцитами 
известно мало. В частности показано, что γδT-
клетки мыши способны взаимодействовать с 
клетками сингенной В-клеточной лимфомы и 
индуцировали ее дифференцировку [13]. Поми-
мо этого, встречаются сообщения о способности 
γδТ-лимфоцитов поддерживать и модулировать 
продукцию антител и влиять на дифференциров-
ку популяций B-клеток селезенки [23]. Мыши 
с дефицитом aβT-лимфоцитов сохраняют спо-
собность продуцировать антитела Т-зависимых 
подклассов IgG1 и IgE, что предполагает участие 
в этом процессе CD4+ γδТ-клеток [32]. Упомина-
ется также опосредованное влияние γδT-клеток 
на продукцию антител. Rezende и соавт. (2015) 
показывают, что γδT-клетки могут индуциро-
вать CD4+ FoxP3+ регуляторные Т-клетки, кото-
рые способны подавлять гуморальный ответ [12]. 

Рисунок 2. Количество Ig-продуцентов на 4-е сутки после инкубации γδγδT- и B1-клеток in vitro в соотношении 1 к 5
Figure 2. The number of Ig-producing cells after co-incubation of γδT and B-1 cells in vitro in a ratio of 1 to 5, 4th day
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Рисунок 3. Количество Ig-продуцентов на 7-е сутки после инкубации γδγδT- и B1-клеток in vitro в соотношении 1 к 5 
Figure 3. The number of Ig-producing cells after co-incubation of γδT and B-1 cells in vitro in a ratio of 1 to 5, 7th day

Рисунок 4. Динамика экспрессии мРНК тяжелой цепи 
IgM B1-клетками
Примечание.* – p < 0,05.
Figure 4. An heavy chain IgM mRNA expression dynamics in the 
B-1 cells
Note. *, p < 0.05.

Рисунок 5. Динамика экспрессии мРНК тяжелой цепи IgA 
B1-клетками
Примечание.* – p < 0,05.
Figure 5. An heavy chain IgA mRNA expression dynamics in the 
B-1 cells
Note. *, p < 0.05.
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Однако большинство упомянутых исследований 
описывают γδТ-клетки селезенки. 

Имеется сообщение, что у мышей, у которых 
полностью отсутствуют γδT-лимфоциты, IgA-
ответ на холерный и столбнячный токсин были 
значительно снижен в сравнении с нормой [20]. 
Однако практически отсутствуют данные о непо-
средственном воздействии γδТ на продукцию ан-
тител. Ранее в опытах с мышами линии С57BL/6, 
нормальными и нокаутными по γδ (γδТ-

 ) in vivo 
нами были получены данные, что у нокаутных 
особей число IgA-продуцентов в селезенке нор-
ме и при иммунизации Декс также было сниже-
но по сравнению с обычными С57BL/6 мышами. 
Однако введение Декс приводило к пропорци-
ональному увеличению числа тотальных IgM и 
IgA-продуцентов у мышей обеих групп. По таким 
данным отсутствие в организме γδT-клеток не 
влияло на количество и соотношение IgM- и IgA-
ИГОК в ответ Декс [6].

В настоящей работе была проведена оценка 
влияния γδT-клеток на образование IgM и IgA 
B1-лимфоцитами перитонеальной полости мы-
шей CBA в присутствии ТН2-АГ Декс. Для этого 
была отработана система in vitro, где B1-клетки 
культивировали вместе с γδТ-лимфоцитами с до-
бавлением антигена Декс.

Увеличение числа IgM-АОК (АТ к Декс) при 
добавление антигена к В1-лимфоцитам в 1,5-2 
раза на 4-е сутки согласуется с полученными в 
предыдущих работах данными [1]. Пик продук-
ции и экспрессии IgM приходился на 4-е сутки, 
что подтверждалось использованными метода-
ми. Продукция и экспрессия IgA количественно 
уступала IgM, несмотря на резкий, но кратковре-
менный пик усиления экспрессии мРНК тяже-
лой цепи IgA. Это может означать, что экспрес-
сия в данном случае не приводила к трансляции 
тяжелых цепей IgA. Интересно также отметить, 
что «всплеск» экспрессии мРНК тяжелой цепи 
IgA выявился только в группах, где отсутствует 
ТН2-антиген.

Сравнение данных по числу IgM-ИГОК пока-
зывает, что ярко выраженного увеличения числа 
IgM-ИГОК под действием Декс не происходит, 
что коррелирует с данными литературы, согласно 
которым ТН2-антигены являются низкоиммуно-
генными [21].

Результаты исследования образования 
IgM и IgA-продуцентов показывают, что γδT-
лимфоциты, вероятно, оказывают супрессирую-
щее действие на специфический IgM-ответ B1-
клеток на ТН2-антиген Декс на ранних сроках 
in vitro. При этом само присутствие γδT-клеток 
в культуре без антигена не снижает образование 
естественных IgM-продуцентов в B1-лимфоцитах 
in vitro.

Тем не менее на 7-е сутки в культуре клеток 
выявляется ответ на Декс в культуре B1- и γδТ-
клеток. Вероятно, происходит снижение влияния 
γδT-клеток на ответ B1 клеток на ТН2-антиген 
Декс в использованных нами экспериментальных 
условиях. Также можно предположить, что сразу 
после выделения из кишечника γδT-лимфоциты 
проявляют регуляторные свойства и способны 
угнетать иммунный ответ in vitro, однако после 
длительной инкубации в отсутствие специфи-
ческих факторов микро окружения они теряют 
эту способность. Обратимое изменение свойств 
клеток в результате инкубации in vitro было ранее 
продемонстрировано нами на примере В-клеток 
перитонеальной полости [3, 4].

Результаты исследования экспрессии мРНК 
IgM и IgA под действием γδТ и сопоставление 
этих данных с результатами образования Ig-
продуцентов предполагают супрессирующее 
воздействие γδT-лимфоцитов в ответ на добав-
ление ТН2-АГ Декс. По-видимому, γδT-клетки 
способны подавлять индукцию B1-клеток ТН2-
антигеном. Известно, что γδT-клетки могут об-
ладать как эффекторными, так и регуляторными 
свойствами. Они способны продуцировать про-
тивовоспалительный цитокин IL-10, который, 
наряду с IL-4, важен для переключения изотипов 
иммуноглобулинов [24, 31].

Данные по экспрессии мРНК на 4-е сутки не 
противоречат данным по числу IgM-продуцентов, 
полученные методом ELISPOT, где при добавле-
нии Декс достоверно возрастает продукция IgM 
B1-клетками, но при добавлении Декс к смеси 
В1 и γδT-лимфоцитов такого увеличения не про-
исходит. И в этом случае γδT-клетки, вероятно, 
оказывали супрессирующее действие на функ-
циональную активность B1-клеток при ответе на 
Декс.

Следует отметить, что при совместной инку-
бации B1- и γδТ-клеток без антигена абсолютные 
значения экспрессии мРНК тяжелой цепи IgM 
в этой группе были самыми низкими, что также 
может указывать на супрессирующее действие 
γδT-лимфоцитов на функциональную актив-
ность B1-клеток.

По результатам настоящей работы можно за-
ключить, что γδT-клетки слизистой оболочки 
тонкого кишечника мыши способны супресси-
ровать выработку IgM и IgA при ответе на ТН2-
антиген, а не усиливать, как предполагалось 
ранее. Такой эффект может быть обусловлен не-
достатком активирующих провоспалительных 
сигналов в использованной нами системе in vitro.

Роль B1-клеток в хронических воспалитель-
ных заболеваниях кишечника в настоящее время 
активно изучается. Согласно данным литера-
туры B1-клетки играют регуляторную роль при 
Th2-опосредованных колитах, вероятно, путем 
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продукции IL-10 и, вероятно, продукцией есте-
ственных антител. Способность противостоять 
образованию колитов коррелировала с продук-
цией естественного IgM B1-клетками [10, 36]. 
Встречаются сведения о способности B1a-клеток 
представлять антиген и способствовать диффе-
ренцировке Т-лимфоцитов в Th17-клетки. Таким 
образом, они могут способствовать развитию ау-
тоиммунных процессов при нарушении их IL-10-
опосредованных супрессорных функций [33]. 

γδТ-клетки могут выступать в роли регуля-
торных и эффекторных клеток. Одни популяции 
γδT-клеток кишечника защищают эпителиаль-
ные клетки кишечника за счет продукции факто-
ров роста, тогда как другие популяции способны 
приводить к негативным последствиям [24]. Так-
же у пациентов с язвенным колитом и болезнью 
Крона было показано значительное увеличение 
экспрессии хемокинового рецептора CCR9, рас-
положенного на циркулирующих γδТ-клетках. 
Этим можно объяснить рецидивы названных 
заболеваний [19, 26]. Таким образом, роль γδT-
клеток в иммунитете неоднозначна, и дальней-
шее исследование этих клеток может быть полез-
ным для понимания механизмов воспалительных 
заболеваний кишечника.

Немаловажным фактором иммунитета служит 
IgA. А поскольку B1-лимфоциты вносят большой 
вклад в синтез IgA, то изучение функциональной 
активности этих клеток имеет большое значение. 

Появляется все больше доказательств, что дефи-
циты IgA связаны с аутоиммунными процесса-
ми [37]. А также изменение состава микрофлоры 
слизистых может вносить свой вклад в патогенез 
аутоиммунных заболеваний [40]. Изучение ме-
ханизмов продукции IgA клетками кишечника 
может быть информативным для изучения имму-
нопатогенеза воспалительных заболеваний сли-
зистой кишечника, а также для разработки вак-
цин нового поколения.

Учитывая такие сходства B1- и γδT-лимфо-
цитов, как раннее появление в онтогенезе, преи-
мущественная локализации в слизистых, участие 
в первой линии защиты, наличие регуляторных 
свойств, можно предположить, что γδT-клетки и 
В1 могут взаимодействовать при реализации сво-
ей функциональной активности.

В настоящей работе было впервые продемон-
стрировано влияние γδT-лимфоцитов на син-
тез IgM и IgA B1-клетками. Было показано, что 
продукция IgM B1-лимфоцитами может быть 
супрессирована γδT-клетками. Это означает, что 
сделанное раннее предположение о роли γδT-
лимфоцитов как Т-хелперов для продукции IgA в 
ответ на ТН2-антигены не подтверждается. 

Изучение клеточной биологии B1-лимфо-
цитов, взаимодействие их с клетками микро-
окружения поможет разработать новые подходы 
к профилактике инфекционных, аутоиммунных 
и воспалительных заболеваний.
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ВЛИЯНИЕ GcMAF-RF НА EX VIVO ПОЛЯРИЗАЦИЮ 
МАКРОФАГОВ, АКТИВАЦИЮ ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК 
И ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ КЛЕТКАМИ ЦЕЛЬНОЙ КРОВИ 
ЧЕЛОВЕКА 
Кирикович С.С.1, Левитес Е.В.1, Долгова Е.В.1, Проскурина А.С.1, 
Риттер Г.С.1, Рузанова В.С.1, 2, Леплина О.Ю.3, Шевела Е.Я.3,  
Останин А.А.3, Рябичева Т.Г.4, Рыжикова С.Л.4, Дружинина Ю.Г.4, 
Вараксин Н.А.4, Черных Е.Р.3, Богачев С.С.1
1 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр “Институт цитологии и генетики” Сибирского отделения 
Российской академии наук», г. Новосибирск, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследовательский государственный университет», 
г. Новосибирск, Россия  
3 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия  
4 АО «Вектор-Бест», р. п. Кольцово, Новосибирская обл., Россия

Резюме. Данная статья представляет собой второе сообщение из серии статей, посвященных по-
лучению отечественного препарата макрофаг-активирующего фактора (GcMAF-RF) и оценке его 
биологических свойств. Целью данной работы являлось изучение воздействия препарата GcMAF-RF 
на М0 → М1 поляризацию макрофагов (Мф) и активацию профессиональных свойств антиген-пре-
зентирующих дендритных клеток (ДК), генерированных ex vivo, а также на ex vivo продукцию про-
воспалительных (TNFa, IL-1β, IL-6, IFNγ, IL-17, IL-18) и противовоспалительных (TGF-β, IL-4, 
IL- 10) цитокинов, факторов роста (IL-2, GM-CSF, G-CSF, VEGF) и хемокинов (MCP, IL-8) клетками 
цельной крови здоровых доноров. Мф и ДК генерировали из моноцитов (3-5 × 106/мл) прилипаю-
щей фракции мононуклеарных клеток (МНК) периферической крови здоровых доноров; при этом 
для получения Мф использовали гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор (rhGM-CSF), а при получении ДК – GM-CSF и интерферон-a. В качестве М1-поляризующих 
сигналов использовали липополисахарид (LPS Е. coli 0114:B4) (контроль) либо препарат GcMAF-RF 
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(опыт), которые добавляли за 48 ч до окончания культивирования. Стимулирующее влияние полу-
ченных Мф и ДК на пролиферацию клеток оценивали в аллогенной смешанной культуре лейкоцитов 
(алло-СКЛ) радиометрически по включению 3H-тимидина. Индекс влияния (ИВ) Мф или ДК на 
алло-СКЛ рассчитывали как отношение пролиферативного ответа МНК в присутствии Мф или ДК к 
уровню спонтанной пролиферации МНК. Для определения продукции цитокинов клетками цельной 
крови человека ex vivo использовали образцы периферической крови 3 доноров с двумя повторностя-
ми препарата GcMAF-RF, итого 6 вариантов. Все варианты исследования проведены на активиро-
ванных митогеном и неактивированных клетках крови. Содержание цитокинов определяли методом 
твердофазного иммуноферментного анализа. Для количественной оценки воздействия GcMAF-RF 
использован индекс влияния (ИВ) как отношение продукции цитокина в присутствии GcMAF-RF к 
уровню спонтанной продукции. Показано, что препарат GcMAF-RF эффективно, как и «стандарт-
ный» активатор Мф и ДК липополисахарид (LPS), индуцирует поляризацию дифференцированных 
М0-макрофагов в М1-клетки и конечное созревание ДК, что проявляется значимым усилением их 
аллостимуляторной активности в смешанной культуре лейкоцитов (алло-СКЛ). Кроме того, препарат 
GcMAF-RF стимулирует продукцию клетками крови (гранулоцитами, лимфоцитами, моноцитами) 
широкий спектр цитокинов и хемокинов (TNFa, IL-1β, IL-6, IL-18, IL-4, IL-10, GM- CSF, G-CSF, 
VEGF, IL-8), что свидетельствует о прямом участии активатора макрофагов GcMAF-RF в различных 
иммунных процессах. Таким образом, отечественный препарат GcMAF-RF индуцирует поляризацию 
макрофагов M0 → M1, конечное созревание ДК и аллостимулирующую активность Мф и ДК, а также 
способен эффективно стимулировать циркулирующие клетки крови к синтезу цитокинов/хемокинов 
с провоспалительной и иммунорегуляторной активностью.

Ключевые слова: макрофаг-активирующий фактор (GcMAF-RF), макрофаги, дендритные клетки, цитокины

EFFECT OF MACROPHAGE-ACTIVATING FACTOR (GcMAF- RF) 
UPON EX VIVO POLARIZATION OF MACROPHAGES, 
ACTIVATION OF DENDRITIC CELLS AND PRODUCTION 
OF CYTOKINES BY HUMAN WHOLE BLOOD CELLS
Kirikovich S.S.a, Levites E.V.a, Dolgova E.V.a, Proskurina A.S.a, 
Ritter G.S.a, Ruzanova V.S.a, b, Leplina O.Yu.c, Shevela E.Ya.c, 
Ostanin A.A.c, Ryabicheva T.G.d, Ryzhikova S.L.d, Druzhinina Yu.G.d, 
Varaksin N.A.d, Chernykh E.R.c, Bogachev S.S.a
a Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russian Federation  
b Novosibirsk National Research State University, Novosibirsk, Russian Federation  
c Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
d JSC Vector-Best, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation 

Abstract. This article is the second communication in a series of articles devoted to the effects of a domestic 
preparation of macrophage-activating factor (GcMAF-RF) and assessment of its biological properties. The 
aim of this work was to study the effect of the GcMAF-RF upon M0 → M1 polarization of macrophages 
(Mph), and activation of the professional properties of ex vivo generated antigen-presenting dendritic cells 
(DC), as well as on ex vivo production of pro-inflammatory (TNFa, IL-1β, IL-6, IFNγ, IL-17, IL-18) and 
anti-inflammatory (TGF-β, IL-4, IL-10) cytokines, growth factors (IL-2, GM-CSF, G-CSF, VEGF) and 
chemokines (MCP, IL-8) by the whole blood cells from healthy donors.

Mph and DC were generated from the monocytes (3 to 5 × 106/ml) derived from adherent fraction of peripheral 
blood mononuclear cells (MNC) of healthy donors. Granulocyte/macrophage colony-stimulating factor 
(rhGM-CSF) was used to obtain Mph, whereas DC production was induced by GM-CSF and interferon-a. 
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To provide M1 polarizing signals, bacterial lipopolysaccharide (LPS from E. coli 0114:B4) was used in controls. 
In experimental series, GcMAF-RF was added 48 h before the end of culture. The stimulating effect of the 
obtained Mph and DC upon cell proliferation was assessed in allogeneic mixed culture of leukocytes (allo-
MLC) using radiometric technique, by 3H-thymidine incorporation. The influence index (IR) of Mph or DC 
upon allo-SCL was calculated as the ratio of the proliferative response of MNCs in the presence of Mph, or DC 
to the level of spontaneous MNC proliferation. To determine the cytokine production by human whole blood 
cells ex vivo, peripheral blood samples from 3 donors with two replicate GcMAF-RF preparations were used, 
at a total of 6 points. All variants of the study were carried out with mitogen-activated and non-activated blood 
cells. The cytokine content was determined by the ELISA assays. The effects of GcMAF-RF were quantified 
as a fold increase (FI), i.e., the ratio of cytokine production in the presence of GcMAF-RF to the level of their 
spontaneous production. It was shown that the GcMAF-RF preparation was as effective, as lipopolysaccharide 
(LPS), the standard Mph and DC activator which induces polarization of differentiated M0-macrophages 
into M1 cells and final maturation of DCs, manifesting by a significant increase in their allo-stimulatory 
activity in a mixed leukocyte culture (allo-MLC). Moreover, GcMAF-RF stimulates production of numerous 
cytokines and chemokines (TNFa, IL-1β, IL-6, IL-18, IL-4, IL-10, GM-CSF, G-CSF, VEGF, IL-8), by 
blood cells (granulocytes, lymphocytes, monocytes), thus indicating direct participation of the macrophage 
activator GcMAF-RF in various immune processes. The domestic GcMAF-RF drug induces polarization of 
macrophages M0 → M1, final maturation of DCs and allostimulating activity of Mf and DCs, and is also able 
to effectively stimulate circulating blood cells to synthesize cytokines/chemokines with pro-inflammatory and 
immunoregulatory activities.

Keywords: macrophage-activating factor (GcMAF-RF), macrophages, dendritic cells, cytokines

Данная работа была выполнена при поддерж-
ке бюджетного финансирования по теме государ-
ственного задания № 0259-2021-0013.

Введение
Успехи в иммунологических исследованиях 

в значительной степени зависят от возможно-
сти использования в экспериментальной работе 
специфических факторов, эффективно влияю-
щих на характер иммунного ответа организма, и 
которые доступны в необходимых количествах. 
Одним из таких факторов является белок, акти-
вирующий макрофаги, GcMAF (group-specific 
component protein-derived macrophage activating 
factor), впервые охарактеризованный в работе 
японских исследователей [49]. GcMAF полу-
чают in vitro энзиматическим преобразованием 
витамин D3-связывающего белка плазмы кро-
ви (DBP) [3, 35, 39, 43, 49, 50, 52]. Способность 
GcMAF активировать циторедуцирующие и оп-
сонирующие функции макрофагов (элиминация 
микроорганизмов, стареющих, опухолевых и по-
врежденных клеток) широко используется в экс-
периментах на животных и в клинических иссле-
дованиях [26, 41, 46, 47, 49, 50, 51, 52]. 

В лаборатории индуцированных клеточных 
процессов ИЦиГ СО РАН совместно с ООО «АК-
ТИВАТОР МАФ» был разработан оригинальный 
способ получения DBP и разработана процедура 

его конвертации в GcMAF-RF цитоэнзимати-
ческим способом [3]. Полученный полипептид 
GcMAF-RF по своим молекулярным свойствам 
соответствует описанному в литературе белку 
GсMAF, находящемуся на стадии клинических 
испытаний в США, Британии, Израиле и Япо-
нии (Saisei Mirai, Keihan, Reno Integrative Medical 
Center, Immuno Biotech Ltd, Efranat, Catalytic 
longevity).

Макрофаги (Мф), относятся к системе клеток 
врожденного иммунитета. Выделяют два основ-
ных фенотипа макрофагов: М1/провоспалитель-
ный и М2/противовоспалительный [6, 16, 22]. 
Макрофаги выполняют в организме множество 
функций, что обусловлено их функциональной 
гетерогенностью и высокой пластичностью [23]. 
Пул резидентных Мф может пополняться за счет 
дифференцировки циркулирующих моноцитов 
при их попадании в ткани из кровотока. Ма-
крофагальный колониестимулирующий фактор 
(M-CSF) и гранулоцитарно-макрофагальный 
колониестимулирующий фактор (GM-CSF) яв-
ляются основными регуляторами дифференци-
ровки моноцитов в макрофаги. При этом M-CSF 
стимулирует дифференцировку моноцитов в 
Мф, характеризующиеся М2/противовоспали-
тельным фенотипом (про-М2 клетки), тогда как 
GМ-CSF индуцирует дифференцировку моно-
цитов в Мф с М1/провоспалительным феноти-
пом (про-М1 клетки) [19, 28]. Как про-М1, так и 
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про-М2 клетки могут быть поляризованы в Мф 
1-го или 2-го типа под влиянием различных фак-
торов микроокружения (поляризующих стиму-
лов) [42, 45]. 

Макрофаги являются одной из основных попу-
ляций клеток, формирующих опухолевую строму. 
В опухолевом очаге, в ходе прогрессии опухоли под 
действием секретируемых опухолью гуморальных 
факторов и в результате межклеточных контактов, 
происходит поляризация моноцитарных предше-
ственников в макрофаги М2/противовоспали-
тельного фенотипа. М2-макрофаги сов местно с 
миелоидными супресорными клетками (MDSC, 
myeloid-derived suppressor cells) ингибируют про-
тивоопухолевую активность эффекторных им-
мунных клеток, инфильтрирующих опухоль [33, 
36, 44]. Под действием различных стимулов ма-
крофаги способны переходить из М2 фенотипа в 
М1. Это свойство макрофагов является базовым 
при активации противоопухолевых свойств опу-
холь-инфильтрирующих фагоцитов [6]. Несмо-
тря на обилие данных об активирующем влиянии 
препарата GcMAF на зрелые макрофаги, отсут-
ствуют доказательства его влияния на процесс 
поляризации М0-макрофагов. 

Наряду с макрофагами важным компонентом 
иммунной системы млекопитающих являются 
антиген-презентирующие дендритные клетки 
(ДК), осуществляющие запуск адаптивного им-
мунного ответа [2, 14, 20, 21, 25, 30, 38]. Извест-
но, что «стандартный» активатор макрофагов, 
липополисахарид бактериальных стенок (LPS), 
также является «стандартным» активатором про-
фессиональных свойств ДК [54, 55]. В настоящем 
исследовании был проведен сравнительный ана-
лиз поляризующего действия LPS и GcMAF- RF 
на сгенерированные ex vivo М0-макрофаги, а так-
же проведена оценка активирующего влияния 
LPS и GcMAF-RF на сгенерированные ex vivo ДК 
человека.

Цитокины представляют собой низкомоле-
кулярные белки, которые продуцируются мно-
гими типами клеток и прежде всего клетками 
иммунной системы. Они обеспечивают межкле-
точные связи и управляют различными процес-
сами, происходящими в нормальных условиях 
и при патологических воздействиях. Цитокины 
обладают плейотропностью биологического дей-
ствия. Один и тот же цитокин может действовать 
на многие типы клеток, вызывая различные эф-
фекты, в зависимости от вида клеток-мишеней. 
Для цитокинов характерна взаимозаменяемость 
биологического действия [1, 15, 17, 18, 32, 40, 

53]. Выделяют несколько групп цитокинов. Это 
провоспалительные и противовоспалительные 
цитокины, факторы роста и хемокины [1, 18]. 
Цитокины, продуцируемые клетками перифери-
ческой крови, индуцируют быстрый системный 
ответ [1, 15, 17, 18, 32, 53]. В этой связи представ-
ляется интересным оценить влияние GcMAF-RF 
на продукцию цитокинов клетками цельной кро-
ви. Этот интерес также связан с тем, что предпо-
лагается интраперитонеальное введение препа-
рата, и в этой связи необходимо знать возможные 
клинически последствия такого введения, кото-
рые могут быть оценены по способности клеток 
крови секретировать определенную палитру ци-
токинов.

Целью данной работы является изучение вли-
яния препарата GcMAF-RF на поляризацию ма-
крофагов М0 фенотипа и созревание дендритных 
клеток, а также на продукцию цитокинов клетка-
ми цельной крови человека.

Материалы и методы
Получение GcMAF-RF
Витамин D3-связывающий белок (DBP) выде-

ляли из человеческой плазмы с помощью актин-
сефарозной аффинной хроматографии. Получен-
ный полипептид конвертировали в GcMAF-RF 
цитоэнзиматическим способом, разработанным 
компанией ООО «АКТИВАТОР МАФ» [3].

Получение макрофагов
Макрофаги генерировали из моноцитов 

(3-5 × 106/мл) прилипающей фракции монону-
клеарных клеток (МНК) периферической крови 
здоровых доноров в 6-луночных планшетах (TPP, 
Швейцария) в среде RPMI-1640, дополненной 
0,05 мM β-меркаптоэтанола, 2 мM пирувата на-
трия, 0,3 мг/мл L-глютамина, 1% раствором не-
заменимых аминокислот (все реактивы Sigma-
Aldrich), 100 мг/мл гентамицина в присутствии 
гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора (rhGM-CSF, 50 нг/мл, 
Sigma-Aldrich) с 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки (FCS, «БиолоТ», Санкт-Петербург) в 
течение 7 суток при 37 °C и 5% CO2. В качестве 
М1-поляризующих сигналов использовали липо-
полисахарид (LPS Е. coli 0114:B4, Sigma-Aldrich) 
в дозе 10 мкг/мл, либо препарат GcMAF-RF в 
дозе 50 или 250 нг/мл, которые добавляли за 
48 ч до окончания культивирования. GM-CSF-
дифференцированные М0 и поляризованные М1 
макрофаги снимали с пластика 0,25% раствором 
трипсин-версена («БиолоТ», Россия), отмывали, 
определяли цитоз и жизнеспособность.
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Получение дендритных клеток
Дендритные клетки (ДК) генерировали из 

моноцитов (3-5 × 106/мл) прилипающей фракции 
МНК периферической крови доноров в 6-луноч-
ных планшетах (TPP, Швейцария) в среде RPMI-
1640, дополненной 0,3 мг/мл L-глютамина, 5мМ 
HEPES-буфера, 100 мкг/мл гентамицина и 2,5% 
эмбриональной телячьей сыворотки (FCS, «Био-
лоТ», Санкт-Петербург), в присутствии GM-
CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) и интерферона-a 
(1000 Ед/мл, Роферон-А, Roche, Швейцария) при 
37 °C в СО2-инкубаторе. Для индукции конечного 
созревания ДК на 4-е сутки вносили LPS (Е. coli 
0114:B4, Sigma-Aldrich, 10 мкг/мл) либо препарат 
GcMAF-RF в дозе 50, 100, 250 и 500 нг/ мл и про-
должали культивировать в течение 24 ч.

Оценка аллостимуляторной активности Мф и 
ДК

Стимуляторную активность Мф и ДК оценива-
ли в аллогенной смешанной культуре лейкоцитов 
(алло-СКЛ), используя в качестве отвечающих  
клеток аллогенные МНК доноров (0,1 × 106/ лун-
ку), которые культивировали в 96-луночных 
круглодонных планшетах в среде RPMI-1640 в 
присутствии 10%-ной инактивированной сы-
воротки крови АВ(IV) группы при 37 °C в СО2-
инкубаторе. Стимуляторами служили либо Мф, 
либо ДК в соотношении МНК:Мф/ ДК = 10:1. 
Пролиферативный ответ оценивали на 5 сутки 
радиометрически по включению 3H-тимидина 
(1 мкКю/лунку), вносимого за 18 ч до окончания 
культивирования. Индекс влияния (ИВ) Мф или 
ДК в алло-СКЛ рассчитывали, как отношение 
пролиферативного ответа МНК в присутствии 
Мф к уровню спонтанной пролиферации МНК.

Оценка продукции цитокинов клетками цельной 
крови человека ex vivo

Для определения продукции цитокинов клет-
ками цельной крови человека ex vivo использо-
вали образцы периферической крови 3 доноров 
и 2 препарата GcMAF-RF с независимым выде-
лением, итого 6 вариантов. Пробу 2 мл крови в 
стерильных условиях вносили во флакон, содер-
жащий 8 мл стерильной поддерживающей сре-
ды (DMEM), гепарин (2.5 ЕД/мл), гентамицин 
(100 мкг/мл) и L-глютамин (0,6 мг/мл). Полу-
ченную разведенную кровь (к1/5) разделили на 
порции:

Для определения спонтанной продукции ци-
токинов использовали пробу:

– 3 мл к1/5;
Для оценки влияния препарата GcMAF-RF 

использовали пробы:

– 1 мл к1/5 + GcMAF-RF до конечной кон-
центрации 5 мкг/мл;

– 1 мл к1/5 + GcMAF-RF до конечной кон-
центрации 0,5 мкг/мл;

– 1 мл к1/5 + GcMAF-RF до конечной кон-
центрации 0,05 мкг/мл.

Для определения митоген-индуцированной 
продукции цитокинов использовали пробу:

– 1 мл к1/5 + комплекс митогенов 
(PHA-M – 4 мкг/мл, PHA-P – 4 мкг/мл, ConA – 
4 мкг/мл и LPS – 2 мкг/мл). 

Для оценки влияния препарата GcMAF-RF на 
митоген-индуцированную продукцию цитоки-
нов использовали следующие пробы:

– 1 мл к1/5 + комплекс митогенов + 
GcMAF-RF до конечной концентрации 5 мкг/ мл;

– 1 мл к1/5 + комплекс митогенов + 
GcMAF-RF до конечной концентрации 
0,5 мкг/ мл;

– 1 мл к1/5 + комплекс митогенов + 
GcMAF-RF до конечной концентрации 
0,05 мкг/ мл.

Препараты крови с добавленными активато-
рами инкубировали при 37 °C в течение суток. 
После окончания инкубации клетки крови осаж-
дали центрифугированием при 10000 G в тече-
ние 3 минут на микроцентрифуге. Отобранную 
надосадочную жидкость аликвотировали, замо-
раживали и хранили при -40 °C до проведения 
анализа. В полученном супернатанте определя-
ли концентрацию IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, 
IL- 18, IL-1β, TNFa, IFNγ, VEGF и MCP-1 мето-
дом твердофазного иммуноферментного анализа 
с использованием наборов реагентов производ-
ства АО «Вектор-Бест»; концентрацию G-CSF, 
GM-CSF, IL-17, TGF-β определяли с использо-
ванием реактивов фирмы R&D Systems (Велико-
британия).

Для количественной характеристики влияния 
активаторов на продукцию цитокинов исполь-
зовали Индекс влияния (ИВ) и Цитокиновый 
индекс (ЦИ) (см. приложение 1). Индекс вли-
яния (ИВ) = продукция цитокина во флаконе с 
разбавленной кровью + препарат/спонтанная 
продукция этого цитокина (во флаконе с раз-
бавленной кровью без препарата). Цитокиновый 
индекс (ЦИ) = продукция цитокина во флаконе 
с разбавленной кровью + препарат + митоген/
митогенная продукция этого цитокина (во фла-
коне с разбавленной кровью без препарата + ми-
тоген). ИВ характеризует влияние препарата на 
неактивированные клетки крови, что имитирует 
введение препарата GcMAF-RF пациенту. ЦИ 
характеризует влияние препарата на активиро-
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ванные митогеном клетки крови, что имитирует 
либо синергичное с митогеном усиление препа-
ратом активности клеток, либо ее подавление, 
возникающее при воздействии препарата в очаге 
воспаления [8].

Статистический анализ
Статистическую обработку данных прово-

дили при помощи пакета прикладных программ 
Statistica 10.0. Для выявления значимых разли-
чий сравниваемых показателей использовали не-
параметрический W-критерий Вилкоксона (для 
связанных, парных выборок). Выявленные раз-
личия считались статистически значимыми при 
p < 0,05.

Результаты
М0 → М1 поляризация макрофагов препаратом 

GcMAF-RF
В настоящее время отработаны различные 

протоколы генерации из моноцитов крови ма-
крофагов 1-го и 2-го типа на основе использо-
вания соответствующих дифференцировочных 
факторов (GM-CSF или M-CSF) и/или поляри-
зующих стимулов. В культуре in vitro в качестве 
М1-поляризующих сигналов могут выступать 
различные инфекционные агенты (например, 
липополисахарид (LPS) или провоспалительные 
цитокины (TNFa или IFNγ, по отдельности или 
в комбинации). М1 макрофаги характеризуются 
in vitro фенотипом IL-12highIL- 23highIL-10low; они 

активно секретируют реактивные метаболи-
ты кислорода и монооксид азота (ROS и NO), а 
также воспалительные цитокины (IL- 1β, TNFa, 
IL- 6); участвуют в развитии Th1-опосредованных 
иммунных реакций, обеспечивающих устойчи-
вость к внутриклеточным патогенам и опухолям. 
Макрофаги М1/провоспалительного феноти-
па, которые высоко экспрессируют молекулы, 
вовлеченные в активацию и ко-стимуляцию 
Т-лимфоцитов (HLA-DR, CD86, CD40), а так-
же активно секретируют иммунорегулятор-
ные (IL- 12, IL-23), но не иммуносупрессорные 
(IL- 10, TGF-β) цитокины, способны наиболее 
эффективно индуцировать пролиферативный 
ответ Т-лимфоцитов на аллоантигены в СКЛ. 
Поэтому оценка аллостимуляторной активно-
сти Мф, являясь «интегральным» показателем 
их функционального потенциала, позволяет чет-
ко идентифицировать М1 фенотип макрофагов 
человека, генерированных ex vivo из моноцитов 
крови [13, 34].

В настоящем исследовании была проведена 
сравнительная оценка влияния LPS и GcMAF- RF 
на аллостимуляторную активность GM-
CSF- диф ференцированных (неполяризованных)  
М0-макро фагов. Как видно из полученных дан-
ных, добавление М1-поляризующего стиму-
ла LPS к неполяризованным Мф усиливало 
их аллостимуляторную активность (p < 0,01). 
GcMAF-RF обладал схожим эффектом, причем в 

ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ GcMAF-RF НА M0 → M1 ПОЛЯРИЗАЦИЮ
TABLE 1. EFFECT OF GcMAF-RF ON THE M0 → M1 POLARIZATION 

Варианты смешанной культуры 
лейкоцитов (алло-СКЛ)

Allo-MLC (variants)

Пролиферативный ответ 
Т-клеток (cpm)

T cell proliferative response (cpm)

ИВ
FI

МНК (Мононуклеарные клетки)
MNC (Mononuclear cells) alone 220 (190-310)

МНК + Mф0
MNC + Mφ0 1090 (800-2100) 5,1 (3,6-6,9)

МНК + MфLPS
MNC + MφLPS 3420 (2020-4600)** 13,5 (9,1-17,0)**

МНК + MфGcMAF-RF50
MNC + MφGcMAF-RF50

3250 (2060-3800)** 11,7 (9,5-12,9)**

МНК + MфGcMAF-RF250
MNC + MφGcMAF-RF250

1820 (1470-2600)* 8,3 (6,9-9,1)*

Примечание. Данные двух независимых экспериментов (n = 9) представлены в виде медианных значений и 
интерквартильного диапазона – Me (Q0,25-Q0,75). cpm – импульсы в минуту: ИВ – индекс влияния. МНК + Mф0 – 
отрицательный контроль; МНК + MфLPS – положительный контроль. Активаторы: LPS 10 мкг/мл; GcMAF-RF 50 и 
250 нг/мл. * р < 0,05; ** p < 0,01 – по сравнению с неполяризованными Mф0 (парный тест Вилкоксона).

Note. Data from two independent experiments (n = 9) are presented as median and interquartile range – Me (Q0.25-Q0.75). cpm, count 
per minute: FI, fold increase. MNC + Mφ0, negative control; MNC + MφLPS,  positive control. Activators: LPS 10 µg/ml; GcMAF-RF 
50 and 250 ng/ml. * р < 0.05; ** p < 0.01, vs unpolarized Mφ0 (Wilcoxon matched pairs test).
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дозе 50 нг/мл проявлял более выраженную М1-
поляризующую активность (p < 0,01), чем в дозе 
250 нг/мл (p < 0,05) (табл. 1). Полученные данные 
свидетельствуют, что GcMAF-RF усиливает ал-
лостимуляторную активность макрофагов анало-
гично LPS, что свидетельствует о его способно-
сти индуцировать поляризацию М0-макрофагов 
в сторону М1-фенотипа. 

Влияние GcMAF-RF на конечное созревание и 
аллостимуляторную активность ДК

ДК, являясь «профессиональными» антиген-
презентирующими клетками, не только обеспе-
чивают инициацию специфического иммунного 
ответа, но наряду с этим способны выполнять 
регуляторные функции, контролируя силу и на-
правленность иммунных реакций. Многочислен-
ные экспериментальные исследования in vivo и in 
vitro показали, что ДК, нагруженные опухолевы-
ми антигенами или антигенами инфекционных 
возбудителей, индуцируют эффективный проти-
воопухолевый и противоинфекционный иммун-
ный ответ.

Одним из интегральных показателей функ-
циональной активности ДК является их способ-
ность к стимуляции пролиферативного ответа 
аллогенных Т-лимфоцитов в СКЛ, поскольку 
аллостимуляторная активность ДК ассоцииро-

вана со степенью зрелости ДК, а также со спек-
тром и уровнем продуцируемых ими цитокинов. 
Показано, что ДК, которые генерируются из мо-
ноцитов крови в присутствии GM-CSF и интер-
ферона-альфа (IFN-ДК), обладают выраженной 
аллостимуляторной активностью [5, 10]. Такую 
способность ДК приобретают в результате конеч-
ного созревания под влиянием различных фак-
торов, таких как кондиционная среда моноци-
тов (monocyte conditioneate medium; МСМ, 30% 
v/v), лейкинферон (НПФ «Интекор», Москва), 
«Полиоксидоний», «Суперлимф», препарат дву-
цепочечной ДНК человека «Панаген»» и др. Тем 
не менее наиболее часто используемым «класси-
ческим» дозревающим стимулом является LPS [4, 
11, 12].

В настоящей работе был проведен сравни-
тельный анализ стимулирующего действия 
LPS и отечественного активатора макрофагов 
GcMAF- RF [3] на созревание и аллостимулятор-
ную активность (IFN-ДК). Для этого из моно-
цитов периферической крови генерировали ДК в 
течение 96 часов, затем культивировали их в те-
чение 24 часов в присутствии либо липополиса-
харида (LPS), либо GcMAF-RF в различных до-
зах (50, 100, 250, 500 нг/мл) (по целевому белку) 
(табл. 2).

ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ GcMAF-RF НА СОЗРЕВАНИЕ ДК, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. EFFECT OF GcMAF-RF ON THE DC MATURATION

Варианты смешанной культуры 
лейкоцитов 
(алло-СКЛ)

Allo-MLC (variants)

Пролиферативный ответ 
Т-клеток (cpm)

T cell proliferative response (cpm)

ИВ
FI

МНК + ДК0
MNC + DC0

3980 (2670-5300)

МНК + ДКLPS 
MNC + DCLPS

6480 (6270-6690)* 1,6 (1,3-2,4) 

МНК + ДКGcMAF-RF50
MNC + DCGcMAF-RF50

6130 (5490-6760)* 1,5 (1,3-1,5) 

МНК + ДКGcMAF-RF100
MNC + DCGcMAF-RF100

6660 (6200-7120)* 1,7 (1,5-2,7) 

МНК + ДКGcMAF-RF250
MNC + DCGcMAF-RF250

7430 (7390-7480)* 1,9 (1,4-2,9) 

МНК + ДКGcMAF-RF500
MNC + DCGcMAF-RF500

5470 (5450-5490)* 1,4 (1,0-2,3) 

Примечание. Данные двух независимых экспериментов (n = 9) представлены в виде медианных значений и 
интерквартильного диапазона – Me (Q0,25-Q0,75). cpm – импульсы в минуту: ИВ – индекс влияния. МНК + ДК0 – 
отрицательный контроль; МНК + ДКLPS – положительный контроль. Активаторы: LPS 10 мкг/мл; GcMAF-RF 50, 100, 250 
и 500 нг/мл. * р < 0,05 – по сравнению с незрелыми ДК0 (парный тест Вилкоксона).

Note. Data from two independent experiments (n = 9) are presented as median and interquartile range – Me (Q0.25-Q0.75). cpm, count 
per minute: FI, fold increase. MNC + DC0, negative control; MNC + DCLPS, positive control. Activators: LPS 10 µg/ml; GcMAF-RF 50, 
100, 250 and 500 ng/ml. * р < 0.05, vs immature DC0 (Wilcoxon matched pairs test).
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Из результатов, представленных в таблице 2, 
видно, что добавление GcMAF-RF в культуру ДК 
на этапе созревания приводило к усилению алло-
стимуляторной активности ДК, сопоставимому 
с влиянием на ДК «стандартного» индуктора со-
зревания, LPS. Максимальный эффект влияния 
GcMAF-RF отмечался при использовании дозы 
250 нг/мл. 

Влияние GcMAF-RF на продукцию цитокинов 
клетками цельной крови 

Для оценки влияния препарата GcMAF-RF на 
продукцию цитокинов клетками цельной крови 
человека свежевыделенная кровь здоровых доно-
ров обрабатывалась различными количествами 
активатора макрофагов GcMAF-RF (5,0 мкг/мл, 
0,5 мкг/мл и 0,05 мкг/мл) (приложение 1). Были 
проанализированы цитокины, относящиеся к 
группе провоспалительных, противовоспали-
тельных, факторов роста и хемокинов. Сравни-
вались: спонтанная продукция цитокинов, про-
дукция цитокинов после активации комплексом 
митогенов (см. раздел материалы и методы) и по-
сле активации препаратом GcMAF-RF. Для срав-
нительного анализа были взяты данные по акти-
вации препаратом GcMAF-RF в концентрациях 
5 мкг/мл и 0,5 мкг/мл. В случае спонтанной и 
митоген-индуцированной продукции цитокинов 
(n = 3) приводится диапазон min-max значений 
показателя (пг/мл). Для GcMAF-RF (n = 6) по-
лученные результаты представлены медианами 
и интерквартильным размахом – Me (Q0,25-Q0,75), 
что позволяет оценить, как уровни продукции 
соответствующих цитокинов в пг/мл, так и ин-
дексы влияния (ИВ) комплекса митогенов, и 
препарата GcMAF-RF (табл. 3, приложение 1). 

Показано, что препарат GcMAF-RF оказы-
вает стимулирующее влияние на продукцию 
клетками цельной крови следующих из проана-
лизированных цитокинов: провоспалительных 
(TNFa, IL- 1β, IL-6, IL-18), противовоспалитель-
ных (IL-4 и IL-10), факторов роста (GM-CSF, 
G-CSF, VEGF) и хемокинов (IL-8). Поскольку 
спонтанная продукция оценивалась по трем до-
норам и оценка эффекта выражалась в диапазоне 
минимальных-максимальных значений, то срав-
нение медианы индукции GcMAF-RF, показан-
ной для 6 вариантов, проводилось с максималь-
ным значением спонтанной продукции и эффект 
был выражен в индексе влияния (ИВ). 

Из данных таблицы 3 видно, что используемый 
в исследовании комплекс митогенов (PHA-M, 
PHA-P, ConA и LPS) индуцировал значительное 
усиление интенсивности продукции клетками 
крови практически всех анализируемых цитоки-

нов. В сравнении с митогенами GcMAF-RF так-
же характеризовался значимым, но при этом не 
таким «тотальным» стимулирующим эффектом. 
Так, из группы провоспалительных цитокинов 
GcMAF-RF в дозе 5,0 мкг/мл повышал продук-
цию TNFa, IL-1β, IL-6 и IL-18 в ~ 8, 70, 70 и 3 
раза соответственно, при этом наблюдался вы-
раженный дозозависимый эффект. В то же время 
уровень секреции IFNγ и IL-17 в ответ на акти-
вацию препаратом GcMAF-RF практически не 
изменялся.

В группе противовоспалительных цитокинов 
наиболее сильно отреагировал на воздействие 
препаратом GcMAF-RF интерлейкин IL-10, и 
в меньшей степени IL-4 (ИВ GcMAF-RF в дозе 
5,0 мкг/мл составляли в среднем 10,9 и 4,4 расч. 
ед. соответственно). 

В ответ на стимуляцию препаратом GcMAF-
RF5,0 усиливается также продукция факторов ро-
ста (GM-CSF, G-CSF, VEGF) и хемокина IL-8, 
что подтверждается значениями соответствую-
щих индексов влияния. Видно, что интенсив-
ность секреции этих цитокинов в примерно 10; 
50; 1,2 и 3,8 раза превышает максимальные зна-
чения спонтанной продукции и зависит от дозы 
вносимого GcMAF-RF (табл. 3).

Полученные результаты демонстрируют вы-
сокую стимулирующую активность препарата 
GcMAF-RF на клетки цельной крови человека в 
условиях ex vivo. 

Обсуждение
Многочисленные экспериментальные рабо-

ты, проведенные с использованием различных 
очищенных препаратов GcMAF и активирован-
ной плазмы так называемого GcMAF второго по-
коления свидетельствуют о разноплановом био-
логическом действии фактора [37, 43]. Наиболее 
многочисленные исследования посвящены про-
тивораковой активности GcMAF. В различных 
экспериментах установлено, что противоопухо-
левая активность GcMAF главным образом опос-
редована активацией макрофагов [24, 35, 49, 52].

В настоящем исследовании в качестве факто-
ра, активирующего макрофаги, был использован 
отечественный препарат GcMAF-RF®, получае-
мый из плазмы крови человека с использованием 
нового регламента, разработанного компанией 
OOO «АКТИВАТОР МАФ» [3]. Препарат выде-
ляется в биохимических условиях, основанных 
на использовании лигандов, аффинных к спец-
ифическим функциональным доменам витамин 
D3-связывающего белка. Препарат GcMAF-RF 
индуцирует фагоцитарную активность перитоне-
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альных макрофагов мыши и увеличивает продук-
цию ими монооксида азота, что является важней-
шим показателем провоспалительного вектора 
активации [3, 7].

В настоящем исследовании были охарактери-
зованы ранее неизвестные свойства активирую-
щего макрофаги препарата GcMAF-RF. 

1. Показано, что препарат GcMAF-RF так 
же эффективно, как и LPS, индуцирует поля-
ризацию GM-CSF-дифференцированных М0-
макрофагов в М1-клетки, что проявляется значи-
мым усилением их стимуляторной активности в 
алло-СКЛ. Максимальный эффект поляризации 
обнаруживается при концентрации GcMAF-RF 
50 нг/мл. Макрофаги М1-фенотипа характери-
зуются активным фагоцитозом и функциониро-
ванием киллерных систем [48], где основными 
цитолитиками выступают свободные радикалы 
кислорода и монооксид азота (NO), продуцируе-
мые активированными макрофагами. В этой свя-
зи можно предположить, что противоопухолевое 
действие GcMAF, проявляющееся в различных 
биологических системах [9, 27, 29, 31, 41, 47], свя-
зано с перепрограммированием инфильтрирую-
щих опухоль макрофагов с М2- на М1-фенотип. 
Именно эта активность GcMAF может являться 
одним из возможных механизмов ослабления 
опухоль-индуцированной иммуносупрессии и, 
как следствие, индукции эффективного противо-
опухолевого иммунного ответа.

2. Показано, что препарат GcMAF-RF ин-
дуцирует конечное созревание ДК и усиливает их 
функциональную активность в алло-СКЛ. Мак-
симальный эффект отмечался при использова-
нии GcMAF-RF в дозе 250 нг/мл и был сопоста-
вим с действием LPS – «стандартного» индуктора 
созревания ДК. Ранее в литературе были опубли-
кованы сведения о том, что GcMAF не оказывает 
активирующего влияния на ДК [52]. Полученные 
нами результаты демонстрируют более высокую 
биологическую активность оте чественного пре-
парата GcMAF-RF, что, вероятно, обусловлено 
использованием нового технологического регла-
мента его получения.

3. Показано, что препарат GcMAF-RF сти-
мулирует продукцию клетками крови (грануло-
цитами, лимфоцитами, моноцитами) широкого 
спектра цитокинов и хемокинов (TNFa, IL-1β, 
IL-6, IL-18, IL-4, IL-10, GM-CSF, G-CSF, VEGF, 
IL-8).

В целом полученные данные свидетельствуют 
о широком диапазоне биологических эффектов 
оте чественного препарата GcMAF-RF, который 
не только усиливает фагоцитарную активность 

Мф и продукцию ими монооксида азота [3], но 
также индуцирует М0 → М1 поляризацию макро-
фагов, конечное созревание и аллостимулятор-
ную активность ДК и способен эффективно сти-
мулировать синтез циркулирующими клетками 
крови цитокинов/хемокинов с провоспалитель-
ной и иммунорегуляторной активностью.

Комплексное исследование ex vivo влияния 
препарата GcMAF-RF свидетельствует о его вы-
раженном активирующем векторе воздействия 
на системы врожденного и адаптивного имму-
нитета. Тем не менее одновременная стимуляция 
продукции противовоспалительного цитоки-
на IL-10, показанная для клеток цельной крови 
здоровых доноров, может свидетельствовать о 
вариативности эффектов GcMAF-RF на имму-
нокомпетентные клетки и, как следствие, о более 
тонкой регуляции иммунных реакций.

Полученные нами данные позволяют рассма-
тривать GcMAF-RF в качестве перспективного 
препарата, обладающего широким «репертуа-
ром» биологических эффектов, наиболее значи-
мых с точки зрения его потенциального исполь-
зования для стимуляции противоопухолевого 
или противоинфекционного иммунитета.

Заключение
В настоящей работе охарактеризова-

ны ранее неизвестные свойства активиру-
ющего макрофаги препарата GcMAF-RF: 
способность индуцировать поляризацию GM-
CSF-дифференцированных М0-макрофагов в 
М1-клетки, индуцировать конечное созревание 
ДК и усиливать их функциональную активность в 
алло-СКЛ. Показано также, что GcMAF-RF спо-
собен эффективно стимулировать синтез цирку-
лирующими клетками крови цитокинов/хемоки-
нов с провоспалительной и иммунорегуляторной 
активностью. Полученные данные позволяют 
рассматривать GcMAF-RF в качестве перспек-
тивного препарата, обладающего широким «ре-
пертуаром» биологических эффектов. 
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ПРОТЕОМНОЕ ПРОФИЛИРОВАНИЕ 
МОНОЦИТОПОДОБНЫХ КЛЕТОК ЛИНИИ THP-1 
И ПРОДУЦИРУЕМЫХ ИМИ МИКРОВЕЗИКУЛ С ПОМОЩЬЮ 
MALDI-МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ
Кореневский А.В.1, Милютина Ю.П.1, Березкина М.Э.1, 
Александрова Е.П.1, Балабас О.А.2, Маркова К.Л.1, Сельков С.А.1, 
Соколов Д.И.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Отделяющиеся от плазматической мембраны клетки экстраклеточные везикулы принима-
ют активное участие в межклеточной коммуникации, транспортируя широкий спектр молекул, среди 
которых важное функциональное значение придается белкам, липидам, нуклеиновым кислотам и са-
харам. Одним из важных этапов в понимании дистантной коммуникации клеток и механизмов ее ре-
гуляции является изучение протеома различных экстраклеточных везикул, в том числе микровезикул 
и экзосом. Синтезируемые моноцитами провоспалительные цитокины и отдельные компоненты си-
стемы комплемента играют ключевую роль в осуществлении их специфических функций. Целью дан-
ного исследования явилось изучение протеомного состава моноцитоподобных клеток линии THP-1 
и продуцируемых ими микровезикул. В результате MALDI-масс-спектрометрического анализа элек-
трофоретических белковых фракций лизата клеток и микровезикул идентифицировано 107 белков, 
выполняющих различные функции. Среди 19 функциональных групп наибольшие по численности 
группы образуют белки-регуляторы транскрипции и белки c неизвестными функциями, домены. 
Наименьшие по численности функциональные группы представлены белками-регуляторами клеточ-
ной дифференцировки и морфогенеза, белками иммунного ответа и воспаления, рецепторами и их 
регуляторами, транспортными белками и белками-регуляторами транспорта, белками-регуляторами 
клеточной адгезии и процессинга белков, белками убиквитин-протеасомной системы деградации 
белков, белками внутриклеточной сигнализации, белками-регуляторами аутофагоцитоза и экзоци-
тоза, белками структуры хроматина, белками-регуляторами гемостаза, гормонами. Промежуточное 
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положение занимают цитокины и факторы роста, ферменты, белки цитоскелета, структурные и мо-
торные белки, белки-регуляторы трансляции, транскрипции и процессинга РНК. С помощью после-
дующего кластерного анализа (DAVID Functional Annotation Clustering) идентифицированы наиболее 
широко представленные группы белков, распределенных по молекулярной функции, биологическо-
му процессу и по положению в клетке. Отдельно в микровезикулах идентифицированы среди прочих 
белковых молекул белки иммунного ответа и воспаления, цитокины и факторы роста, белки внутри-
клеточной сигнализации, белки-регуляторы клеточной дифференцировки и морфогенеза, белки-ре-
гуляторы клеточной адгезии. Полученные данные о частичном протеоме моноцитоподобных клеток 
линии THP-1 и продуцируемых ими микровезикул расширяют имеющиеся представления о дистант-
ной коммуникации клеток и указывают на новые механизмы взаимодействия моноцитов/макрофа-
гов и их микроокружения.

Ключевые слова: иммунный ответ, моноциты, макрофаги, микровезикулы, воспаление, протеомный анализ, MALDI-масс-
спектрометрия

MALDI-TOF MASS SPECTROMETRIC PROTEIN PROFILING 
OF THP-1 CELLS AND THEIR MICROVESICLES
Korenevsky A.V.a, Milyutina Yu.P.a, Berezkina M.E.a, 
Alexandrova E.P.a, Balabas O.A.b, Markova K.L.a, Selkov S.A.a, 
Sokolov D.I.a
a D. Ott Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation  
b St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Extracellular vesicles that are shed from the plasma membranes take an active part in intercellular 
communication, transporting a wide range of molecules, including proteins, lipids, nucleic acids and carbohy-
drates, being of great functional importance. One of the steps to better understanding of distant communica-
tions of cells and their regulatory mechanisms is a proteomic study of various extracellular vesicles, including 
microvesicles and exosomes. Pro-inflammatory cytokines produced by monocytes and individual complement 
system components play a key role in their specific functioning. The aim of this work was to study proteomic 
composition of THP-1 monocyte-like cells and their microvesicles. The MALDI-mass spectrometric analysis 
of electrophoretic protein fractions of cell lysates and microvesicles allowed for identifying 107 proteins that 
perform various functions. Among 19 determined functional groups, the largest ones comprise transcription 
regulators and proteins with unknown functions. The smallest functional groups include regulators of cell dif-
ferentiation and development, proteins participating in immune response and inflammation, cellular receptors 
and their regulators, transporter and transport regulatory proteins, as well as cell proteins mediating adhesion 
and matrix structures, processing regulators, proteins of ubiquitin-proteasome system, intracellular signal-
ing, autophagy and exocytosis regulators, chromatin structural proteins, hemostatic regulators, and peptide 
hormones. An intermediate position is occupied by cytokines and growth factors, enzymes, cytoskeleton and 
motor proteins, as well as RNA processing and translation regulators. The subsequent DAVID Functional An-
notation Clustering analysis allowed for identifying the most common groups distributed by their molecular 
function, biological processes, and cellular component. Separately, in the microvesicles derived from THP-1 
monocyte-like cells, proteins of the immune response and inflammation, cytokines and growth factors, intra-
cellular signaling proteins, cell differentiation regulators and developmental proteins, as well as cell adhesion 
and matrix proteins were identified among other protein molecules. The data obtained on the partial proteome 
of THP-1 monocyte-like cells and their microvesicles extend the existing knowledge on distant communica-
tions between the cells and suggest new mechanisms of interaction between monocytes/macrophages and their 
microenvironment.

Keywords: immune response, monocytes, macrophages, microvesicles, inflammation, proteomics, MALDI-TOF mass spectrometry
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Centre, St. Petersburg State University (St. Peters-
burg, Russia).

Introduction
Microvesicles (MVs) are subcellular structures that 

are shed from the plasma membrane and may partici-
pate in intercellular communication. MVs transfer a 
variety of proteins, nucleic acids, lipids, and sugars 
from cell to cell [23] and are involved in the regula-
tion of numerous biological processes, including 
angiogenesis, placentation, regeneration, and malig-
nancy [32].

Of particular interest among various MV sources 
are monocytes, which are the most active phagocytes 
of peripheral blood. They carry out antitumor, anti-
viral, antimicrobial, antifungal and antiparasitic im-
munity, as well as participate in the specific immune 
response [27, 35]. There is evidence of the ability 
of monocytes to produce MVs, since those with the 
CD14 phenotype (LPS-R) have been found in pe-
ripheral blood plasma [34, 37].

The activity of exosomes derived from inactivat-
ed and activated THP-1 cells against THP-1 differ-
entiated macrophages and THP-1 undifferentiated 
monocytes, as well as other types of cells, has been 
shown in a number of studies devoted to the isola-
tion and description of various types of extracellu-
lar MVs produced by the THP-1 monocyte-like cell 
line. According to the authors, this activity was due 
to the activation of ERK1/2 and p38 kinases and the 
increased secretion of proinflammatory cytokines 
(TNFa, IL- 8, IL-12) [10, 33], as well as the pres-
ence of such monocyte effector molecules in those 
exosomes as chitinase-3-like protein 1, acidic mam-
malian chitinase, C-C motif chemokine 5, interleukin 
4-induced 1, vimentin, cell division control protein 
42 homolog, RhoC, Rap1-GTP-interacting adap-
tor molecule, integrin-linked kinase [33], thyroid 
hormone receptor-associated protein 3, HLA-DRA, 
deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase 
SAMHD1, STAT1, STAT2, interferon-induced pro-
tein with tetratricopeptide repeats 1, ubiquitin-like 
protein ISG15, interferon induced protein 44 like, 
and other proteins [40]. Other researchers have shown 
a similar activity of MVs produced by infected mac-
rophages against intact macrophages in vitro and in 
vivo [39], as well as an activity of MVs derived from 
infected THP- 1 monocyte-like cells against intact 
THP-1 cells [14]. The authors of these studies con-
sider promising the use of proteomic technologies for 

elucidating the mechanisms of interaction of immune 
cells with their microenvironment in response to in-
fection and are considering the possibility of using 
extracellular MVs as an alternative to existing thera-
peutic drug delivery systems.

Previously, using various modifications of gel elec-
trophoresis and mass spectrometry, there was shown 
that the MVs produced by the THP-1 monocyte-like 
cell line contain cytoskeleton proteins, cell adhesion 
receptors, signaling molecules, heat shock proteins, 
protein biosynthesis and energy metabolism enzymes, 
components of the ubiquitin-proteasome system, 
nuclear proteins [4], as well as proteins involved in 
MV formation, vesicular transport, and the immune 
response [4, 14]. Given the incompleteness of avail-
able information on the proteome of the source cells 
[12, 17, 18] and extracellular MVs produced by them, 
this study was aimed at expanding the existing knowl-
edge of the proteomic profile of THP-1 cells and 
their MVs. To undertake this, direct MALDI-TOF 
mass spectrometry assay was used for identification of 
tryptic peptides in gel strips obtained after the one-
dimensional gel electrophoresis analysis. Data on 
protein profiling of MVs produced by monocytes/
macrophages will allow for assessing previously un-
known mechanisms of interaction between these cells 
and their microenvironment under physiological and 
inflammatory conditions.

Materials and methods
Cells and cell culture
The cells of the THP-1 monocyte-like cell line 

(American Tissue Culture Collection, USA) obtained 
from the peripheral blood of a 1-year-old human male 
with acute monocytic leukemia were cultured in a 
suspension culture in accordance with the manufac-
turer’s recommendations at a concentration of 0.7-
1.0 × 106 cells/ml using the complete cell culture me-
dium based on RPMI-1640 (Sigma-Aldrich Chem. 
Co., USA) containing 10% fetal calf serum (Invitro-
gen, USA). The medium was inactivated at 56 °С for 
30 min, depleted of its own MVs using membrane fil-
ters with a pore diameter of 0.1 µm, and supplemented 
with 2 mM L-glutamine, 100 IU/ml penicillin, and 
100 µg/ml streptomycin (Sigma-Aldrich Chem. Co., 
USA). The cells were cultured using standard cell cul-
ture procedures under the damp atmosphere at 37 °С 
and 5% CO2. Using the trypan blue solution, the cell 
vitality was evaluated, which was not less than 96%.

Isolation of biomaterial
One day before the isolation of MVs in the flasks 

containing the cell culture, the culture medium 
was completely replaced with a dilution required to 
achieve a concentration of 1.0 × 106 cells/ml. The next 
day, the cell vitality was evaluated, after which the cul-
ture media from the flasks were centrifuged at 200 g 
(22 °С, 10 min) to separate the cells.
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Because of no single standard protocol available for 
the isolation and characterization of MVs, a variety of 
methodological approaches are currently used to ob-
tain MV fractions with a proper degree of purity and 
enrichment [22]. Therefore, the MVs separated from 
THP-1 cells were isolated by the modified step-wise 
centrifugation method in Hanks’s solution without 
Ca2+ and Mg2+ (Sigma-Aldrich Chem. Co., USA), for 
which the supernatants were sequentially centrifuged 
at 500 g (4 °С, 10 min) and 9 900 g (4 °С, 10 min). 
After the second centrifugation, the pellet was washed 
twice with cold phosphate buffer solution (PBS; 
Sigma-Aldrich Chem. Co., USA) and was recentri-
fuged at 19 800 g (4 °С, 20 min). The supernatant was 
discarded, with the pellet washed several times with 
cold PBS, each time precipitating the MVs by cen-
trifugation at 19 800 g (4 °С, 20 min). The purified 
pellet was resuspended in MilliQ deionized water, the 
protease inhibitor mixture (cOmplete, EDTA-free; 
Roche Diagnostics GmbH, Germany) being added at 
the concentration specified by the manufacturer, and 
was then stored at -80 °С until being analyzed. This 
protocol allows for isolating MVs with a diameter of 
100-200 nm with sufficient purity and minimal loss-

Figure 1. One-dimensional gel electrophoregrams showing 
35 excised segments: L. Ladder; 1. Lysate of THP-1 
cells; 2. Lysate of microvesicles produced by THP-1 cells 
(Coomassie G250 staining, 40 µµg protein load in the both 
lysates)

es of the biomaterial, while the MVs are sequentially 
separated from coarse particles of cellular debris and 
large apoptotic bodies, as well as from exosomes [21].

Laser correlation analysis of microvesicles
The granulometric analysis of the MVs was per-

formed by the dynamic light scattering method de-
scribed in [20]. The MV diameter was calculated using 
Zetasizer Software 7.11 (Malvern Instruments, UK). 
The dimensions of the isolated MVs were shown to lie 
in the 170-410 nm range, which corresponds to the 
diameter of ectosomes (100-1000 nm), with the peak 
size amounting to 195 nm. The granulometric data 
obtained by us were consistent with the results of other 
researchers who evaluated the size of MVs produced 
by a number of cells [38].

Biomaterial preparation
The frozen cells and their MVs were thawed and 

subjected to repeated “freeze-thaw” cycles five times, 
and were then intensively homogenized in a glass ho-
mogenizer for 5 min. The debris was removed by cen-
trifugation at 16 000 g (4 °С, 10 min), with the super-
natant collected for further investigation.

Spectrophotometric analysis
The analysis of protein content in the cell and MV 

lysates was performed through the Bradford protein 
assay using the NanoDrop One spectrophotometer 
and NanoDrop One Viewer software (Thermo Scien-
tific, USA).

One-dimensional gel electrophoresis analysis
Cell and MV proteins (the protein content was 

40 µg in the both lysates) were fractionated in the 
Laemmli SDS electrophoresis system in 10% poly-
acrylamide gel under denaturing conditions in ac-
cordance with the manufacturer’s protocol (Bio-Rad 
Laboratories, USA). Fractionated proteins in the gel 
were visualized by Coomassie G250 staining, after 
which 35 stained segments, an equal amount for the 
cells and their MVs, were excised from the gel (Figu-
re 1).

MALDI-TOF mass spectrometric analysis
To remove the dye and SDS, the excised gel strips 

were crushed and washed three times in 50% aceto-
nitrile (Sigma-Aldrich Chem. Co., USA) in 30 mM 
Tris buffer solution (pH 8.2) within 15 min at room 
temperature. After discarding the solution, the pieces 
of gel were dehydrated by incubation for 10 min in 
acetonitrile, and then, after removing the latter, the 
samples were dried for 40 min at 4 °С.

Thereafter, 10 µl of modified bovine trypsin solu-
tion (Promega, USA) in 50 mM ammonium bicar-
bonate with a concentration of 20 ng/ml were added 
to the dried samples and incubated for 1 h on ice until 
the gel was completely rehydrated. After that, the ex-
cess trypsin solution was removed, and 50 µl of 30 mM 
Tris buffer solution (pH 8.2) were added to the sam-
ples, and those were incubated for 16-18 h at 37 °С. 
Mixtures of tryptic peptides were extracted three times 
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from the gel with 50% acetonitrile solution in 30 mM 
Tris buffer solution (pH 8.2) containing 0.1% formic 
acid (Sigma-Aldrich Chem. Co., USA) in an ultra-
sonic bath for 20 min. The peptides in the resulting 
solutions were dried up in the air at 4 °С and frozen at 
-80 °С until being analyzed. 

On the day of the analysis, the dried-up mixtures 
of tryptic peptides were dissolved in 50 µl of 50% ace-
tonitrile-water solution (Sigma-Aldrich Chem. Co., 
USA) containing 0.1% trifluoroacetic acid (Sigma-
Aldrich Chem. Co., USA). The contents of the tubes 
were thoroughly mixed on a Vortex shaker until being 
completely dissolved. The solutions were then applied 
to standard steel target plates for MALDI analysis 
based on the following protocol: 2 × 0.5 µl of the ma-
trix solution and 5 × 0.5 µl of a protein sample solution 
(in order to concentrate it on the substrate as much as 
possible). 2,5-dihydroxybenzoic acid at a concentra-
tion of 10 mg/ml in 10 mM sodium chloride (Sigma-
Aldrich Chem. Co., USA) was used as the matrix. The 
mixtures were dried up in the air.

MALDI-TOF mass spectra of tryptic peptides 
were acquired on an Axima Resonance MALDI mass 
spectrometer (Shimadzu/Kratos Analytical Ltd., UK) 
in the range of 200-3000 m/z with mass accuracy of all 
measurements within 0.01 m/z unit, selecting the la-
ser power which is optimal for achieving good results. 
The measurements were carried out in the positive ion 
mode.

Proteins were searched against the UniProt/Swis-
sProt database (https://www.uniprot.org) and the 
NCBI database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) with 
a taxonomic restriction for the species Homo sapiens 
using the Mascot search engine (www.matrixscience.
com) by peptide mass fingerprinting. Parallel search 
was performed using the database of inverted and ran-
dom amino acid sequences (decoy). After the peptides 
were identified, they were checked for their compli-
ance with their actual positions on the gel.

Functional analysis
The identified proteins were divided into groups 

depending on molecular function, cellular compo-
nent, and biological process. It should be noted that 
such a division is largely arbitrary, since many of the 
established proteins show multiple functions in the 
cell, and in most cases, this division corresponds 
to the division principle accepted in the SwissProt 
and NCBI databases. The functions of the proteins 
and their localizations in the cells were also deter-
mined using the GeneGO database with the algo-
rithms of the DAVID Bioinformatics Resources 6.8  
(https://david.ncifcrf.gov).

Results
The total protein content in THP-1 cells and their 

MVs was found to amount to 82.4±5.86 µg/106 cells 
and 0.15±0.036 µg/106 source cells, respectively. 

These data subsequently allowed for calculating the 
protein load of the gel in order to obtain valid results.

The MALDI-TOF mass spectrometric analysis 
determined a total of 107 proteins that have a variety 
of functions (Table 1, Table 2).

The subsequent manual functional analysis 
showed that among 19 determined functional groups, 
the largest (> 15% of the total) ones comprise tran-
scription regulators (20 entries) and proteins with 
unknown functions (19 entries). The smallest (< 5% 
of the total) functional groups include cell differen-
tiation regulators and developmental proteins (5 en-
tries), proteins of the immune response and inflam-
mation (4 entries), receptors and receptor regulators 
(4 entries), transport proteins and transport regulatory 
proteins (4 entries), cell adhesion and matrix proteins 
(3 entries), protein processing regulators (3 entries), 
ubiquitin-proteasome system proteins (3 entries), in-
tracellular signaling proteins (3 entries), autophagy 
regulators (2 entries), exocytosis regulators (1 entry), 
chromatin structural proteins (1 entry), hemostatic 
regulators (1 entry), and hormones (1 entry). An in-
termediate position (5-15% of the total) is occupied 
by cytokines and growth factors (10 entries), enzymes 
(9 entries), cytoskeleton and motor proteins (8 en-
tries), and RNA processing and translation regulators 
(6 entries).

The identified entries were also distributed into 
functional groups by the DAVID GO analysis algo-
rithm, with the proteins showing different functions 
in the cell appearing simultaneously in several groups. 
The subsequent cluster analysis (DAVID Functional 
Annotation Clustering) allowed for combining similar 
functional groups under one broader concept. Thus, 
the most common groups were obtained, being dis-
tributed by molecular function, biological process, 
and cellular component (Figure 2).

The analysis of the identified proteins distributed 
by molecular function showed that the bulk of the 
clusters is involved in sequence-specific DNA (8.5% 
of the total) and cytoskeletal protein (7.5% of the to-
tal) binding, as well as growth factor activity (4.7% of 
the total), while the minor components altogether ac-
count for only 7.5% of the total number of the identi-
fied proteins and include clusters involved in myosin 
heavy chain binding, transmembrane receptor protein 
serine/threonine kinase binding, BMP receptor bind-
ing, and NADP-retinol dehydrogenase activity (Figu-
re 2A).

The distribution of proteins by biological process 
showed that the most representative (6.6-8.5% of 
the total) clusters are involved in positive regulation 
of transcription and transcription from RNA poly-
merase II promoter, while clusters involved in posi-
tive chemotaxis, adult locomotory behavior, anterior/
posterior pattern specification, positive regulation of 
dopamine secretion, organ induction, and cellular re-
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TABLE 1. MALDI-TOF MASS SPECTROMETRIC PROTEOME PROFILING OF THP-1 CELLS (p < 0.05)

Protein UniProtKB /
NCBI(*) entries Gene MW, kDa pI

Number of 
peptides
(% AAC)

Cytoskeleton and motor proteins

Actin-binding LIM protein 2 
isoform 1 Q6H8Q1 ABLIM2 67.8 8.29 11 (10)

Coronin-1A P31146 CORO1A 51.0 6.25 7 (6)

Coronin-1B Q9BR76 CORO1B 54.2 5.61 7 (4)

Dynein light chain 2, 
cytoplasmic Q96FJ2 DYNLL2 10.3 6.81 7 (14)

RNA processing regulators

tRNA (cytosine(38)-C(5))-
methyltransferase isoform a O14717 TRDMT1 44.6 8.78 6 (5)

Protein processing regulators

Beta-1,3-
galactosyltransferase 2 O43825 B3GALT2 49.2 9.50 10 (6)

Glycoprotein endo-alpha-
1,2-mannosidase

Q5SRI9 /
NP_078917(*) MANEA 53.6 9.14 11 (7)

UDP-N-acetyl-alpha-D- 
galactosamine polypeptide 
N-acetylgalactosaminyl-
transferase 13 isoform b

X5DRI3 /
AHW56697(*) GALNT13 7.4 9.39 6 (19)

Enzymes

Iduronate 2-sulfatase O60597 /
AAC05984(*) IDS 19.5 8.80 6 (11)

Iduronate 2-sulfatase 
(Hunter syndrome) isoform 
CRA_a

EAW61280(*) IDS 19.5 9.21 6 (11)

Retinol dehydrogenase 13 
isoform 1 Q8NBN7 RDH13 35.9 8.23 6 (7)

Very-long-chain (3R)-
3-hydroxyacyl-CoA 
dehydratase 3 isoform 1

Q9P035 HACD3 43.1 9.04 6 (4)

Receptors. Receptor regulators

Olfactory receptor 1L6 Q8NGR2 OR1L6 39.5 9.60 6 (6)

Prostate and testis 
expressed protein 4 P0C8F1 PATE4 11.4 8.97 6 (22)

Hormones

Prolactin-releasing peptide P81277 PRLH 9.6 11.66 6 (13)

Proteins of the immune response and inflammation

C-type lectin domain family 
2 member B Q92478 CLEC2B 17.3 9.02 6 (13)

Protein phosphatase 1B 
isoform beta-1 O75688 PPM1B 52.6 4.95 8 (5)

Protein phosphatase 1 
regulatory subunit 14B Q96C90 PPP1R14B 15.9 4.75 5 (10)



281

Протеом микровезикул
Proteome of microvesicles2021, Vol. 23,  2

2021, Т. 23, № 2

Protein UniProtKB /
NCBI(*) entries Gene MW, kDa pI

Number of 
peptides
(% AAC)

Cytokines. Growth factors

Bone morphogenetic protein 
8A Q7Z5Y6 BMP8A 44.8 9.06 6 (2)

Bone morphogenetic protein 
8B isoform 1 P34820 BMP8B 44.7 8.76 6 (3)

Stromal cell-derived factor 1 
isoform alpha precursor P48061 CXCL12 10.1 9.72 5 (16)

Stromal cell-derived factor 1 
isoform beta P48061 CXCL12 10.7 9.93 5 (16)

Stromal cell-derived factor 1 
isoform theta

P48061 /
ABC69273(*) CXCL12 11.4 9.67 5 (15)

Exocytosis regulators

Synaptotagmin-8 isoform 4 Q8NBV8 SYT8 44.1 9.65 7 (6)

Transcription factors

Cyclin-dependent kinase 9 
isoform 1 P50750 CDK9 42.8 8.97 9 (8)

Flt3-interacting zinc finger 
protein 1 Q96SL8 FIZ1 52.0 8.59 8 (3)

Homeobox protein Hox-A7 P31268 /
NP_008827(*) HOXA7 25.3 5.26 6 (6)

Homeobox protein Hox-D12 
isoform 1 P35452 HOXD12 29.0 9.82 6 (6)

Pirin O00625 PIR 32.1 6.42 11 (7)

Putative transcription factor 
ovo-like protein 3

O00110 /
AAB51180(*) OVOL3 24.3 10.08 9 (11)

Putative transcription factor 
ovo-like protein 3 isoform X2 XP_011525553(*) OVOL3 13.2 9.77 6 (13)

Putative zinc finger protein 
840 A6NDX5 ZNF840P 83.2 9.69 13 (3)

Transcription initiation 
factor TFIID subunit 8 
isoform 1

Q7Z7C8 TAF8 34.2 6.03 6 (5)

Zinc finger and SCAN 
domain-containing protein 9 
isoform 2

O15535 /
NP_001186408(*) ZSCAN9 51.6 8.07 9 (8)

Zinc finger protein GLIS2 Q9BZE0 GLIS2 55.7 9.08 6 (4)

Cell differentiation regulators. Developmental proteins

Neuronatin isoform alpha Q16517 NNAT 9.2 10.17 4 (18)

Outer dense fiber protein 3 
isoform 1 Q96PU9 ODF3 27.7 9.90 5 (9)

Vexin isoform 1 Q8TAG6 VXN 22.6 10.05 9 (6)

Таблица 1 (продолжение)
Table 1 (continued)
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Protein UniProtKB /
NCBI(*) entries Gene MW, kDa pI

Number of 
peptides
(% AAC)

Cell adhesion and matrix proteins

Sperm acrosome 
membrane-associated 
protein 3 isoform CRA_b

Q8IXA5 /
EAW80218(*) SPACA3 15.1 8.93 5 (12)

Proteins with unknown functions. Domains

C2 domain-containing 
protein 2, partial

Q9Y426 /
CAB43307(*) C2CD2 19.8 5.97 6 (8)

Capsid scaffold protein A0A126LB05 /
AMD82185(*) U53.5 27.6 7.06 7 (6)

cDNA FLJ39825 fis, clone 
SPLEN2012175, highly 
similar to Nicotinamide 
riboside kinase 1

B3KUG3 /
BAG53425(*) N/A 21.7 5.44 6 (7)

JHDM1D protein A0JNV9 /
AAI27008(*) JHDM1D 9.8 11.46 7 (16)

Nicotinamide riboside 
kinase 1 isoform 3

Q5W125 /
NP_001317607(*) NMRK1 23.8 5.33 6 (6)

Nuclear pore complex-
interacting protein family 
member B7

O75200 NPIPB7 47.7 10.35 6 (3)

Outcome predictor in acute 
leukemia 1, partial

Q1EG69 /
AAV68560(*) OPAL1 3.3 11.53 5 (33)

Putative uncharacterized 
protein B3GALT5-AS1 
isoform 1

P59052 B3GALT5-AS1 15.7 9.21 4 (4)

Testis-expressed protein 50 A0A1B0GTY4 TEX50 20.8 9.36 6 (8)

Note. Abbreviations: AAC, amino acid coverage; MW, molecular weight; pI, isoelectric point; N/A, not applicable or 
not available.

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)

TABLE 2. MALDI-TOF MASS SPECTROMETRIC PROTEOME PROFILING OF MICROVESICLES PRODUCED BY THP-1 CELLS 
(p < 0.05)

Protein UniProtKB /
NCBI(*) entries Gene MW, kDa pI

Number of 
peptides
(% AAC)

Cytoskeleton and motor proteins
Costars family protein 
ABRACL Q9P1F3 ABRACL 9.1 5.86 5 (17)

Myosin regulatory light 
chain 12A P19105 MYL12A 19.8 4.67 7 (10)

Myosin regulatory light 
chain 12B O14950 MYL12B 19.8 4.71 7 (10)

Myosin regulatory light 
polypeptide 9 isoform 1 P24844 MYL9 19.8 4.80 7 (10)

RNA processing and translation regulators
cDNA FLJ35275 fis, clone 
PROST2006282, weakly 
similar to Translation 
initiation factor IF-2

Q8NAJ1 /
BAC03923(*) N/A 27.4 11.90 10 (10)
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Protein UniProtKB /
NCBI(*) entries Gene MW, kDa pI

Number of 
peptides
(% AAC)

28S ribosomal protein S11 
isoform 1, mitochondrial P82912 MRPS11 20.6 10.82 7 (11)

39S ribosomal protein L12, 
mitochondrial P52815 MRPL12 21.3 9.04 7 (7)

Mitochondrial assembly 
of ribosomal large subunit 
protein 1

Q96EH3 MALSU1 26.2 5.32 7 (7)

Ribonuclease P protein 
subunit p20 O75817 POP7 15.6 9.09 8 (14)

Ubiquitin-proteasome system proteins

RING finger protein 175 
isoform X3 XP_011530183(*) RNF175 33.9 9.16 7 (5)

RING finger protein 175 
isoform CRA_a, partial EAX04950(*) RNF175 34.1 9.15 7 (5)

UBX domain containing 5 
isoform CRA_d EAX07827(*) UBXN5 21.5 8.42 7 (12)

Enzymes

Acyl-coenzyme A 
thioesterase 13 isoform 1 Q9NPJ3 ACOT13 15.0 9.23 8 (16)

cDNA FLJ61119, highly 
similar to Developmentally-
regulated GTP-binding 
protein 2

B4DIG2 /
BAG58474(*) N/A 15.5 9.27 8 (24)

Cytosolic 5’-nucleotidase 
1A Q9BXI3 NT5C1A 41.0 6.11 7 (6)

Dehydrogenase/
reductase SDR family 
member 4 isoform 2

Q9BTZ2 /
NP_001269916(*) DHRS4 20.3 10.32 11 (20)

Valacyclovir hydrolase 
isoform 1 Q86WA6 BPHL 32.5 9.20 6 (7)

Receptors. Receptor regulators

Oestrogen receptor, partial Q13262 /
AAB35900(*) 7 ER 4.6 6.45 6 (13)

Paired immunoglobulin- 
like type 2 receptor beta 
isoform 3

AAG17224(*) PILRB 29.6 9.84 6 (11)

Proteins of the immune response and inflammation

TLR4 interactor with leucine 
rich repeats Q7L0X0 TRIL 88.7 9.70 21 (3)

Cytokines. Growth factors

Astrocyte-derived trophic 
factor 2 AAB33494(*) GDNF 14.7 9.30 9 (16)

Fibroblast growth factor 10 O15520 FGF10 23.4 9.61 7 (9)

Fibroblast growth factor 10, 
partial

O15520 /
CAG46489(*) FGF10 23.4 9.67 7 (9)

Таблица 2 (продолжение)
Table 2 (continued)



284

Korenevsky A.V. et al.
Кореневский А.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Protein UniProtKB /
NCBI(*) entries Gene MW, kDa pI

Number of 
peptides
(% AAC)

Fibroblast growth factor 10, 
partial

Q8NFI9 /
AAM46926(*) FGF10 19.2 9.94 7 (12)

Glial cell line-derived neuro-
trophic factor isoform 1 P39905 GDNF 23.7 9.26 15 (9)

Autophagy regulators

Microtubule-associated 
proteins 1A/
1B light chain 3B

Q9GZQ8 MAP1LC3B 14.7 8.89 5 (11)

Microtubule-associated 
proteins 1A/
1B light chain 3 beta 2

A6NCE7 MAP1LC3B2 14.6 8.74 5 (11)

Intercellular signaling proteins

BTB/
POZ domain-containing 
protein KCTD20 isoform 2

Q7Z5Y7 /
NP_001273508(*) KCTD20 28.9 5.25 8 (7)

Casein kinase II subunit 
alpha isoform 1 P68400 CSNK2A1 45.1 7.29 7 (4)

Guanylyl cyclase-activating 
protein 3 isoform 1 O95843 GUCA1C 23.8 4.95 7 (8)

Transport proteins. Transport regulatory proteins

ATP synthase H+ 
transporting mitochondrial 
F1 complex delta subunit 
isoform CRA_a

EAW69531(*) ATP5F1D 14.7 11.83 7 (14)

Biogenesis of lysosome-
related organelles complex 
1 subunit 6 isoform 1

Q9UL45 BLOC1S6 19.7 6.01 7 (11)

Sesquipedalian-1 isoform 1 Q8N4B1 PHETA1 27.2 9.18 9 (6)

Vacuolar protein sorting-
associated protein VTA1 
homolog isoform 1

Q9NP79 VTA1 33.9 5.87 5 (3)

Hemostatic regulators

Endothelin-2 isoform 2 
preproprotein NP_001289198(*) EDN2 16.5 10.19 7 (11)

Transcription factors

cDNA FLJ38903 fis, clone 
NT2NE2001252, highly 
similar to Homeobox protein 
Hox-B8

Q8N8T3 /
BAC04730(*) N/A 27.7 8.18 7 (7)

GA-binding protein subunit 
beta-1 isoform 1 Q06547 GABPB1 42.5 4.77 6 (5)

Homeobox protein BarH-
like 2 Q9UMQ3 BARX2 31.2 8.65 5 (4)

Homeobox protein Hox-B8 P17481 /
NP_076921(*) HOXB8 27.6 8.48 7 (7)

Homeobox protein Hox-C8 P31273 HOXC8 27.7 6.57 6 (5)

Таблица 2 (продолжение)
Table 2 (continued)
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Protein UniProtKB /
NCBI(*) entries Gene MW, kDa pI

Number of 
peptides
(% AAC)

Homeobox protein MOX-1 
isoform 1 P50221 MEOX1 28.0 7.79 6 (5)

PAXIP1-associated 
glutamate-rich protein 1 Q9BTK6 PAGR1 27.7 4.40 6 (4)

THAP domain-containing 
protein 8 Q8NA92 THAP8 30.1 10.24 8 (6)

ZZ-type zinc finger-
containing protein 3, partial

Q8IYH5 /
BAB84945(*) ZZZ3 58.1 4.96 11 (6)

Chromatin structural proteins

Histone H4 P62805 H4C1 11.4 11.36 11 (22)

Cell differentiation regulators. Developmental proteins

Netrin-4 isoform 1 Q9HB63 NTN4 70.0 8.44 10 (4)

Netrin-4, partial Q9HB63 /
BAB14964(*) NTN4 37.9 8.40 13 (9)

Cell adhesion and matrix proteins

LIM and senescent cell 
antigen-like-containing 
domain protein 2 isoform 2

Q7Z4I7 /
NP_060450(*) LIMS2 41.5 8.71 18 (6)

LIM and senescent cell 
antigen-like-containing 
domain protein 2 isoform X2

XP_011509755(*) LIMS2 36.6 8.92 18 (7)

Proteins with unknown functions. Domains

cDNA FLJ75546 A8K1F9 /
BAF82563(*) N/A 13.3 10.88 5 (11)

Chromosome 11 open read-
ing frame 58 isoform CRA_c

E9PRZ9 /
EAW68457(*) C11orf58 10.6 4.09 5 (15)

Divergent protein kinase 
domain 1C isoform 1 Q0P6D2 DIPK1C 46.4 6.38 6 (4)

Leucine-rich repeat and IQ 
domain-containing protein 4 A6NIV6 LRRIQ4 63.9 8.43 8 (6)

Protein CEI isoform 1 Q86SI9 C5orf38 15.1 11.42 7 (9)

Small acidic protein O00193 SMAP 20.3 4.57 6 (8)

Testis-expressed protein 50 A0A1B0GTY4 TEX50 20.8 9.36 5 (6)

Testis-expressed protein 51 A0A1B0GUA7 TEX51 18.8 7.59 5 (7)

Testis-expressed protein 51 
isoform X12 XP_011510580(*) TEX51 18.6 6.43 5 (8)

Uncharacterized protein 
C5orf47 Q569G3 C5orf47 19.2 10.48 6 (11)

Uncharacterized protein 
DKFZp762B162

Q69YQ6 /
CAH10612(*) DKFZp762B162 18.5 6.51 12 (12)

Note. As for Table 1.

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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Figure 2. Most common clusters of proteins obtained from lysates of THP-1 cells and their microvesicles: A, molecular 
function; B, biological process; C, cellular component (percentage of the total number of identified proteins; * p < 0.05,  
** p < 0.005; DAVID 6.8)
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sponse to nitrogen starvation are minor components, 
which account for only 14.2% of the total number of 
the identified proteins (Figure 2B).

In contrast, the functional groups distributed by 
cellular component were found to be more uniform. 
Approximately equal proportions (2.8-3.8% of the 
total) were obtained for the clusters associated with 
sperm part, myosin complex, actomyosin, actin fila-
ment bundle and contractile actin filament bundle, 
and stress fiber. At the same time, the most represen-
tative cluster, which accounts for only 5.7% of the to-
tal number of the identified proteins, was formed by 
proteins associated with the actin cytoskeleton as a 
whole (Figure 2C).

Among 16 functional groups of proteins identi-
fied separately in the MVs, the largest (> 15% of the 
total) ones are represented by proteins with unknown 
functions (11 entries) and transcription regulators 
(9 entries). The smallest (< 5% of the total) functional 
groups comprise receptors and receptor regulators 
(2 entries), autophagy regulators (2 entries), cell dif-
ferentiation regulators and developmental proteins 
(2 entries), cell adhesion and matrix proteins (2 en-
tries), proteins of the immune response and inflam-
mation (1 entry), hemostatic regulators (1 entry), and 
chromatin structural proteins (1 entry). An intermedi-
ate position (5-15% of the total) is occupied by RNA 
processing and translation regulators (5 entries), en-
zymes (5 entries), cytokines and growth factors (5 en-
tries), cytoskeleton and motor proteins (4 entries), 
transport proteins and transport regulatory proteins 
(4 entries), ubiquitin-proteasome system proteins 
(3 entries), and intracellular signaling proteins (3 en-
tries) (Table 2).

Discussion
THP-1 cells used by us allow for in vitro analyzing 

the main biochemical processes that occur in mono-
cytes in vivo, including those leading to spontaneous 
secretion of their MVs into the extracellular space. 
The data obtained using MALDI-TOF mass spec-
trometry indicate that the studied cells and their MVs 
are characterized by a wide range of proteins with 
various functions and properties, providing the pos-
sibility of multilateral regulation of cell metabolism.

In recent years, international research teams have 
analyzed the proteome of the THP-1 monocyte-like 
cell line [12, 17, 18]. However, the most detailed study 
only mentioned approximately 5 400 proteins, which 
is significantly less than the number of proteins con-
tained in any eukaryotic cell. That strongly indicates 
the incompleteness of the monocyte-like cell pro-
teome described to date. Nevertheless, the main func-
tional groups of proteins presented in the above works 
matched those found in our study (Table 1). However, 
from the list of proteins presented in the work [4] de-
voted to the protein profiling of the MVs derived from 

the THP-1 monocyte-like cell line, only 1 entry (his-
tone Н4) matched those found by us in these MVs 
(Table 2). Meanwhile, the remaining 59 entries of the 
proteins identified by us in the studied MVs give new 
information on the proteome of the MVs produced by 
monocyte-like cells.

In concordance with the biogenesis pathways of 
the studied MVs, their proteome constitutes a set of 
protein molecules of cellular origin. Proteomes of 
extracellular MVs produced by platelets, mature lym-
phocytes, endotheliocytes, mast and some other types 
of cells are currently studied in relative detail, and data 
from these studies are presented by many authors, in 
particular [8, 11, 26]. Thanks to these works, it is now 
known that MVs derived from blood and vascular cells 
contain both non-specific proteins characteristic of 
any type of cells and specific proteins involved in the 
functioning of a particular cell. Proteins specific for 
cells of a certain type are, for example, a T cell recep-
tor expressed primarily on T lymphocytes, platelet P-
selectin, and other proteins capable of being involved 
in the immune response [2]. Regardless of their cellu-
lar origin, MV proteins are most often involved in the 
very formation of vesicles. Undoubtedly, such proteins 
are tetraspanins (CD9, CD63, CD81, and CD82), 
heat shock proteins (HSP70, HSP90), cytoskeletal 
elements, enzymes of various metabolic pathways, ad-
hesion molecules, receptors, as well as proteins of the 
main histocompatibility complex (MHC) [36].

In the MVs studied by us, proteins belonging to 
the above classes were also found, in particular cyto-
skeleton and motor proteins, enzymes, cell adhesion 
and matrix proteins, and receptors. As well, as com-
mon proteins should be classified protein processing 
regulators and ubiquitin-proteasome system proteins 
identified in this study. Besides, we found some specif-
ic proteins, in particular those involved in the imple-
mentation of defense mechanisms, such as proteins 
of the immune response and inflammation, cytokines 
and growth factors, as well as their receptors.

Among the proteins identified by us in the stud-
ied MVs, cytokines, receptors, and regulatory pro-
teins (Table 3) should be especially distinguished for 
two reasons. First, most of them have been found in 
monocytes/macrophages isolated from both tissues 
or peripheral blood and the transplantable monocyte-
like cells. Secondly, the expression of such proteins 
in the MVs can have a certain signaling or regulatory 
function in relation to the microenvironment.

For example, fibroblast growth factor 10 (FGF10) 
identified by us in the studied MVs, which was not 
previously found there by other researchers, can ex-
ert multiple effects on cells of the microenvironment, 
activating the ERK signaling cascade and thus affect-
ing the proliferation, survival and motility of various 
types of cells, as well as taking part in the activation of 
T cells, proliferation, migration and differentiation of 
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TABLE 3. SEVERAL FUNCTIONS OF PROTEINS OF MICROVESICLES PRODUCED BY THP-1 CELLS

Protein Function
(according to the SwissProt/UniProt and NCBI databases)

Presence in 
monocytes/

macrophages or  
THP-1 cells
[references]

Fibroblast growth 
factor 10 (FGF10)

a growth factor; plays an important role in the regulation of 
embryonic development, cell proliferation and cell differentiation; 
required for normal branching morphogenesis; may play a role in 
wound healing; activates ERK1/2 cascades

[15]
(FGF10 gene 
expression)

Glial cell line-derived 
neurotrophic factor 
(GDNF), same as 
Astrocyte-derived 
trophic factor (ATF)

a neurotrophic factor; enhances survival and morphological 
differentiation of dopaminergic neurons and increases their high-
affinity dopamine uptake; negatively regulates extrinsic apoptotic 
signaling pathway in absence of ligand; positively regulates cell 
differentiation and cell population proliferation; binds various TGF-
beta receptors leading to recruitment and activation of SMAD family 
transcription factors that regulate gene expression

[7]

TLR4 interactor with 
leucine rich repeats

a component of the TLR4 signaling complex; mediates the innate 
immune response to bacterial lipopolysaccharide leading to cytokine 
secretion

[6]

Oestrogen receptor

an estrogen receptor, a ligand-activated transcription factor 
composed of several domains important for hormone binding, DNA 
binding, and activation of transcription; recruited to the NF-kappa-B 
response element of the CCL2 and IL8 promoters and can displace 
CREBBP; present with NF-kappa-B components RELA/p65 and 
NFKB1/p50 on ERE sequences

[30]

Paired 
immunoglobulin-like 
type 2 receptor beta

paired receptors; consist of highly related activating and inhibitory 
receptors and are widely involved in the regulation of the immune 
system; thought to act as a cellular signaling activating receptor that 
associates with ITAM-bearing adapter molecules on the cell surface

[31]

LIM and senescent 
cell antigen-like-
containing domain 
protein 2

an adapter protein in a cytoplasmic complex linking beta-integrins 
to the actin cytoskeleton; bridges the complex to cell surface 
receptor tyrosine kinases and growth factor receptors; plays a role in 
modulating cell spreading and migration

[31]

BTB/POZ domain-
containing protein 
KCTD20

an intracellular signaling protein; promotes the phosphorylation of 
AKT family members [19]

Casein kinase II 
subunit alpha

an intracellular signaling protein; regulates numerous cellular 
processes, such as cell cycle progression, apoptosis and 
transcription, as well as viral infection; required for p53/TP53-
mediated apoptosis; phosphorylates the caspases CASP9 and 
CASP2 and the apoptotic regulator NOL3 (phosphorylation protects 
CASP9 from cleavage and activation by CASP8, and inhibits the 
dimerization of CASP2 and activation of CASP8); phosphorylates 
and regulates numerous transcription factors including NF-kappa-B, 
STAT1, CREB1, IRF1, IRF2, ATF1, SRF, MAX, JUN, FOS, MYC, 
and MYB; during viral infection, phosphorylates various proteins 
involved in the viral life cycles of EBV, HSV, HBV, HCV, HIV, CMV, 
and HPV; regulates Wnt signaling by phosphorylating CTNNB1 and 
the transcription factor LEF1

[29]

Endothelin-2 isoform 
2 preproprotein

a member of the endothelin protein family of secretory 
vasoconstrictive peptides; is processed to a short mature form 
which functions as a ligand for the endothelin receptors that initiate 
intracellular signaling events; is involved in a wide range of biological 
processes, such as hypertension and ovulation; regulates growth in 
several cell types and may also affect differentiation, inflammation, 
and angiogenesis

[3]
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endothelial cells during angiogenesis. FGF10 can also 
regulate synaptic plasticity and phosphorylation of the 
transcription factor p53, as well as activate granzyme 
B cleavage of the FGFR1 receptor [28]. The FGF10 
gene expression was shown in tumor associated mac-
rophages [15]. Moreover, the role of FGF10 in the 
development of chorionic villi was elucidated, and, as 
currently established, the factor is expressed by both 
decidual cells and the cytotrophoblast [1]. The data 
obtained by us on FGF10 being present in the studied 
MVs may become a reason for further studies, in par-
ticular, of placental macrophages, which will possibly 
expand existing knowledge of their role in cell com-
munication in the uteroplacental contact area.

Glial cell line-derived neurotrophic factor, also 
identified by us in the studied MVs, is able to pro-
tect from degeneration dopaminergic neurons in the 
substantia nigra of the midbrain and the terminals 
of tyrosine hydroxylase-positive axons in the stria-
tum [7]. It can be assumed that TLR4 interactor with 
leucine rich repeats (a component of Toll-like recep-
tor 4), which is also widely present in the brain and 
other organs and tissues, when transferred to micro-
environmental cells (in particular, peripheral blood 
mononuclear cells and glial cells), will increase their 
production of cytokines in response to bacterial infec-
tion [6]. Similarly, LIM and senescent cell antigen-
like-containing domain protein 2 (an adapter protein 
in a cytoplasmic complex linking beta-integrins to the 
actin cytoskeleton) is able to modulate the process of 
cell migration during tumor development [31].

Furthermore, it was found that the studied MVs 
contain receptors and their regulators, namely the es-
trogen receptor and paired immunoglobulin-like type 
2 receptor beta. Taking into account the fact that these 
MVs are able to transmit their receptors to the mem-
branes of recipient cells [25], we can assume the abil-
ity of those cells to respond to signals that were pre-
viously inaccessible to them, provided that the cells 
have ready intracellular signal transduction pathways 
for these receptors [30, 31].

The specific effects of monocytes/macrophages 
on the surrounding cells and tissues can also be con-
tributed to by the broad-spectrum signaling molecules 
identified by us, such as casein kinase II subunit al-
pha, which regulates cell survival at different levels – 
it promotes DNA repair, affects the NF-kB, Wnt, 
PI3K/ACT and JAK-STAT signaling cascades, inter-
acts with chaperones, activates antiapoptotic proteins 
and inactivates proapoptotic ones, including caspa-
ses [29], as well as endothelin-2 isoform 2 prepropro-
tein, which plays a key role in blood vessel homeo-
stasis [3], and BTB/POZ domain-containing protein 
KCTD20, which activates AKT, a key enzyme of the 
PI3K/AKT signaling pathway involved in the regula-
tion of cell proliferation, growth and survival [19].

The molecular mechanisms of MV formation sug-
gest that MVs should include components of the ac-
tin network adjacent to the cell membrane and other 
cytoskeletal elements [9]. The data obtained by us 
allow suggesting that the studied MVs may have an 
ectosomal nature. Thus, we identified proteins of the 
actin-myosin system and one regulator of the cyto-
skeleton dynamics, namely myosin and costars family 
protein ABRACL, that are involved in MV formation 
and budding from the cell membrane [24, 32]. Vari-
ous isoforms of cytoskeletal proteins have not been 
found in exosomes yet according to the available lite-
rature [5, 13].

The performed functional and cluster annotation 
analyzes altogether revealed the predominant molec-
ular functions of the proteins identified in the studied 
MVs, and showed possible participation of these pro-
teins in biological processes (Figure 2). It was found 
that the dominant clusters characterizing the molecu-
lar function of the identified proteins are associated 
with sequence-specific DNA and cytoskeletal protein 
binding, as well as growth factor activity. The associa-
tion of the proteins with the actin cytoskeleton is also 
indicated by the distribution of functional groups by 
the localization of the identified proteins in the cell 
and their belonging to a variety of cellular parts. Some 
of these actin-binding proteins are actively involved 
in the reorganizing of actin filaments in response to 
the effects of various growth factors, cytokines and 
chemoattractants and may play a key role in the de-
velopment of a number of pathologies in the human 
body [16]. At the same time, the distribution of the 
proteins by biological process showed that the most 
representative clusters comprise proteins involved in 
the regulation of gene transcription, while the groups 
of proteins responsible for positive chemotaxis, the 
spatial organization of differentiating cells, and a cel-
lular response were minor components. The results 
obtained by us are consistent with the biological na-
ture of the studied MVs and are in line with the data 
collected by other researchers [12, 17, 18].

To date, a number of good proteomic research 
strategies have been described that are based on a com-
bination of different approaches and techniques. Un-
fortunately, protein identification is a rather complex 
multi-stage process and does not always lead to repro-
ducible results. The scheme proposed in this study can 
lead to good results with a qualitative description of 
the protein profile of the MVs released from THP-1 
cells. However, the search for the target protein us-
ing this approach poses significant difficulties, mainly 
due to the extremely low yield of the total protein. For 
a more detailed analysis of the MV proteome using 
mass spectrometric methods, it would be advisable to 
include in the study protocol additional preparation 
steps at the stage of the isolation of the MVs, such as 
preserving accumulation, ultracentrifugation and im-
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munoprecipitation. It is also worth noting that the 
data obtained by us in this study should also be further 
verified using the immunoblotting method, in both 
THP-1 cells and macrophages isolated from a variety 
of tissues, as well as at different stages of macrophage 
differentiation.

Conclusion
Summarizing the data obtained, we can conclude 

that MVs produced by the THP-1 monocyte-like cell 
line, along with common proteins, also contain pro-

teins of the immune response and inflammation, cyto-
kines and growth factors, with the help of which these 
MVs can contribute to the specific effects of mono-
cytes/macrophages on the surrounding cells. Our data 
on the proteome of the studied MVs will expand the 
existing knowledge of distant communication of cells 
and indicate new mechanisms of interaction between 
monocytes/macrophages and their microenviron-
ment. The presented results will be useful for further 
proteomic studies of MVs produced by cells involved 
in an immune response under physiological and in-
flammatory conditions.
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КЛАСТЕРНЫЙ АНАЛИЗ МАРКЕРОВ ВОСПАЛЕНИЯ 
СЫВОРОТКИ КРОВИ УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ 
Андросова Л.В.1, Симонов А.Н.1, Пономарева Н.В.2, Клюшник Т.П.1
1 ФГБНУ «Научный центр психического здоровья», Москва, Россия  
2 ФГБНУ «Научный центр неврологии», Москва, Россия

Резюме. Определение воспалительных маркеров в крови условно здоровых людей представляет 
интерес в связи с возможностью выявления заболеваний на ранних (доклинических) стадиях, а так-
же скрытых форм патологических процессов. Уровень воспаления может служить дополнительным 
критерием при формировании контрольных групп в клинических и биологических исследованиях. 

Цель исследования – определить некоторые воспалительные и аутоиммунные маркеры в группе 
условно здоровых людей и провести кластерный анализ полученных данных. 

Обследовано 100 условно здоровых людей (без клинических признаков инфекций, соматических, 
неврологических или психических заболеваний) в возрасте от 19 до 88 лет. В сыворотке крови опре-
деляли уровни IL-10, TNFa, IL-6 и аутоантител к S100b и ОБМ с помощью ELISA, спектрофотоме-
трически определяли ферментативную активность лейкоцитарной эластазы (ЛЭ) и функциональную 
активность a1-протеиназного ингибитора (a1-ПИ). Протеазно-ингибиторный индекс (ПИИ) рас-
считывали как отношение ЛЭ к a1-ПИ. В качестве основного подхода для статистического обработ-
ки данных использовали кластерный анализ, а также метод Шапиро–Уилка, Краскела–Уоллиса и 
ANOVA. 

Все обследуемые по иммунологическим показателям были разделены на три кластера. Выделен-
ные кластеры статистически значимо отличались друг от друга по активности ЛЭ, протеазно-ингиби-
торный индексу (ПИИ) и уровню IL-10 и TNFa. 

Показатели одного из этих кластеров (43% обследованных) в наибольшей степени приближены к 
средним показателям, определенным для общей выборки, что дает основание рассматривать иммун-
ные показатели этого кластера как нормативные, соответствующие «фоновому» состоянию иммуни-
тета у здоровых людей. 

Сочетание иммунологических показателей двух других кластеров (30 и 27% обследуемых, соответ-
ственно) отражает различные варианты воспалительных реакций. Эти кластеры характеризуются раз-
нонаправленными изменениями активности ЛЭ и протеазно-ингибиторного индекса, относительно 
нормативных значений, что может свидетельствовать о различных вариантах латентной воспалитель-
ной реактивности, реализующейся у пациентов, составивших эти кластеры. 

Полученные кластеры не различались по возрасту исследуемых (p = 0,3476), что позволяет исклю-
чить значимое влияние возраста на определяемые иммунные показатели, и по гендерным признакам 
(p = 0,7233). Выделенные кластеры статистически не различались по функциональной активности 
a1-ПИ и по уровню аутоантител к нейроспецифическому белку S100b и ОБМ.
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Таким образом, группа условно здоровых людей неоднородна по маркерам воспаления. Воспали-
тельные реакции различной степени выраженности выявлялись примерно в половине случаев. Ве-
роятно, это может указывать на наличие скрытого патологического процесса и требует подробного 
клинического обследования.

Ключевые слова: условно здоровые люди, маркеры воспаления, кластерный анализ

CLUSTER ANALYSIS OF BLOOD SERUM INFLAMMATION 
MARKERS OF CONDITIONALLY HEALTHY PEOPLE
Androsova L.V.a, Simonov A.N.a, Ponomareva N.V.b, Klyushnik T.P.a
a Mental Health Research Center, Moscow, Russian Federation  
b Research Center of Neurology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Determination of inflammatory markers in blood of conventionally healthy people is of interest 
due to opportunity of detecting diseases at early (preclinical) stages, as well as latent forms of pathological 
processes. The level of inflammation may serve as an additional criterion to forming control groups in clinical 
and biological studies. The aim of the study is to identify some inflammatory and autoimmune markers in 
a group of conventionally healthy people and to conduct a cluster analysis of the data obtained. The study 
involved 100 apparently healthy people (without clinical signs of infections, somatic, neurological or mental 
diseases) aged 19 to 88 years. The levels of IL-10, TNFa, IL-6 and autoantibodies to S100b and MBP were 
determined in blood serum using ELISA. Enzymatic activity of leukocyte elastase (LE) and functional activity 
of the a1-proteinase inhibitor (a1-PI) were determined spectrophotometrically. Protease inhibitory index (PII) 
was calculated as the ratio of LE to a1-PI. Cluster analysis, as well as the Shapiro–Wilk, Kruskal–Wallis, and 
ANOVA methods were used as the main approach to statistical data processing. All the subjects were divided 
into three clusters, according to their immunological parameters. The selected clusters were statistically 
significantly different from each other, in terms of LE activity, protease-inhibitory index (PII), as well as IL- 10 
and TNFa levels. The indices of a distinct cluster (43% of total cohort) are most close to average indices 
assessed for the general sample, which gives ground to consider the values of immune indicators from this cluster 
as physiological norm, corresponding to the background immunity state in healthy people. Combination of 
immunological parameters in two other clusters (30 and 27% of the subjects, respectively) may reflect different 
variants of inflammatory reactions. These clusters are characterized by multidirectional changes in LE activity 
and protease-inhibitory index, compared to the standard values, thus suggestive for different variants of latent 
inflammatory reactivity, which are realized in the patients presented in these clusters. The obtained clusters did 
not differ by age of the subjects (p = 0.3476), which makes it possible to exclude a significant influence of age 
on the determined immune parameters, and by gender characteristics (p = 0.7233). The selected clusters did 
not differ statistically in the functional activity of a1-PI and in the level of autoantibodies to S100b and MBP.

Thus, the group of conditionally healthy people is heterogeneous in terms of inflammation markers. 
Inflammatory reactions of varying severity were detected in about half of the cases. Probably, this may indicate 
the presence of a latent pathological process and requires a detailed clinical examination.

Keywords: conditionally healthy people, markers of inflammation, cluster analysis

Исследование выполнено в рамках финанси-
рования темы НИР АААА-А18-118041990026-5 
по программе Президиума РАН №44 «Фундамен-
тальные механизмы возрастной нейропластично-
сти и разработка новых подходов к диагностике и 
лечению возраст-зависимых заболеваний мозга».

Введение
С современных позиций воспаление рассма-

тривается как универсальная реакция организ-
ма на различные повреждающие воздействия. 
При воспалении микробного происхождения 

оно играет ограничительную роль и направлено 
на гибель/элиминацию инфекционного агента. 
При «стерильном воспалении», когда внешний 
инфекционный агент отсутствует, повреждение 
вызывается продуктами деструкции собственных 
тканей организма. Исследования последних лет 
показали, что инфекционное воспаление, вызы-
ваемое микроорганизмами, в последующем часто 
становится стерильным, т.е. протекает без выяв-
ления вызвавшего его микроорганизма. Приме-
ром могут служить синдром системного воспали-
тельного ответа (ССВО) как результат сепсиса; 
гломерулонефрит, пиурия, эндометриоз, хрони-
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ческая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ), 
саркоидоз и др. [13].

Хроническое стерильное воспаление рассма-
тривается как основа прогрессирования многих 
системных заболеваний человека, протекающих 
без микробного компонента. Показано, что хро-
ническое стерильное воспаление ассоциировано 
с нейродегенеративными, неврологическими и 
психическими заболеваниями, сахарным диа-
бетом 2-го типа, некоторыми видами опухолей, 
ожирением, атеросклерозом и др. [7, 16, 17, 20].

Развитие воспаления является функцией 
врожденного иммунитета. В качестве индукто-
ров воспаления выступают либо патоген-ассо-
циированные молекулярные паттерны – PAMPs 
(pathogen-associated molecular patterns), либо 
молекулярные паттерны, ассоциированные с 
повреждением – DAMPs (damage-associated 
molecular patterns). PAMPs представляют собой 
стереотипные и консервативные в эволюции 
молекулы микроорганизмов, присущие одно-
временно большим систематическим группам 
микробов (липид А липополисахаридов, липо-
тейхоевые кислоты, пептидогликаны, остатки 
D-маннозы и L-фукозы, формилметиониловые 
пептиды, флагеллин, двуспиральные и односпи-
ральные РНК вирусов). DAMPS включают в себя 
внутриклеточные белковые молекулы или их 
фрагменты, белки внеклеточного матрикса, раз-
личные небелковые компоненты, образующиеся 
при деструкции тканей организма (белки тепло-
вого шока, фрагменты гиалуронаны, МНС – ас-
социированные белки (белки главного комплек-
са гистосовместимости), актин цитоскелета, 
нуклеопротеины, бета-амилоид, внеклеточный 
АТФ, мочевая кислота, сульфат гепарина, ДНК и 
др). Молекулы-индукторы распознаются образ-
распознающими рецепторами (pattern recognition 
receptors, PRR), следствием чего является синтез 
провоспалительных цитокинов и запуск воспа-
лительных реакций [10, 13, 19].

 В связи с универсальным характером воспа-
лительных реакций и их активацией в ответ на 
разнообразные механические и физические раз-
дражители, представляет значительный интерес 
определение воспалительных маркеров в кро-
ви условно здоровых людей. Этот вопрос имеет 
медицинский аспект, связанный, в частности, 
с потенциальной возможностью выявления за-
болеваний на ранних (доклинических) этапах, а 
также латентных, скрытых форм течения пато-
логических процессов. Помимо этого, уровень 
воспаления, предположительно, может служить 
дополнительным критерием при формировании 
контрольных групп в клинико-биологических 
исследованиях, ставящих своей целью сравнение 
различных биологических параметров в норме и 
при патологических состояниях. 

В связи с вышесказанным целью настоящего 
исследования явилось определение ряда воспали-
тельных и аутоиммунных маркеров в группе ус-
ловно здоровых людей и проведение кластерного 
анализа совокупности полученных иммунологи-
ческих показателей. Определялась концентрация 
цитокинов – TNFa, IL-6, IL-10, энзиматическая 
активность протеолитического фермента лейко-
цитарной эластазы (ЛЭ) – маркера активации 
нейтрофилов, функциональная активность его 
ингибитора – a1-протеиназного ингибитора (a1-
ПИ), а также уровень аутоантител к антигенам 
S100b и основному белку миелина (ОБМ). 

Выбор указанных воспалительных марке-
ров определялся тем, что участие цитокинов и 
нейтрофилов является общей характеристикой 
инфекционного и стерильного воспаления, а 
уровень аутоантител к антигенам S100b и ОБМ 
характеризует активацию приобретенного (спец-
ифического звена) иммунитета. Цитокины, явля-
ясь типичными индуцибельными медиаторами, 
регулирующими развитие системных и местных 
воспалительных реакций с участием различных 
типов иммунных клеток, осуществляют также 
связь неспецифических (врожденных) и спец-
ифических (приобретенных) иммунных реак-
ций [14]. Циркулирующие в кровотоке цитокины 
инициируют процесс воспаления и стимулируют 
секрецию белков острой фазы; активация ней-
трофилов и повышение энзиматической актив-
ности их протеолитических ферментов, в первую 
очередь, лейкоцитарной эластазы (ЛЭ), является 
важнейшей составляющей воспалительных реак-
ций. В качестве ингибитора ЛЭ выступает остро-
фазный белок – альфа-1 протеазный ингибитор, 
синтезируемый печенью. Показано, что соотно-
шение протеаз и их ингибиторов в значительной 
мере определяет течение и исход воспалительной 
реакции [3, 12].

Материалы и методы
Обследованы 100 условно здоровых людей в 

возрасте от 19 до 88 лет (средний возраст 45,9±17,9 
лет, 41 мужчин и 59 женщин) в ФГБНУ «Научном 
центре неврологии», где они проходили невро-
логическое и ЭЭГ обследование. Критериями 
исключения было наличие неврологической или 
психической патологии, включая сердечно-со-
судистые, эндогенные заболевания, эпилепсию, 
наличие психиатрических или неврологических 
заболеваний в анамнезе, а также острой воспали-
тельной, или аутоиммунной патологии, выявлен-
ной в течение 1-2-х месяцев, предшествующих 
обследованию. 

Иммунологические показатели определяли в 
сыворотке периферической крови, забор кото-
рой осуществляли из вены в сухую пробирку в тот 
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же день, когда проводилось нейрофизиологиче-
ское обследование. Форменные элементы осаж-
дали центрифугированием при 750 g в течение 15 
минут при 22 °С, затем отбирали сыворотку, ко-
торая использовалась для анализа либо сразу по-
сле получения, либо хранилась при +2 – +8 °С не 
более суток или в замороженном состоянии при 
температуре от -18 до -24 °С в течение месяца до 
проведения анализа.

Интерлейкины: IL-10 (пг/мл), TNFa (пг/мл), 
IL-6 (пг/мл) определяли иммуноферментным 
методом с использованием наборов АО «Вектор-
Бест».

Энзиматическую активность лейкоцитарной 
эластазы (ЛЭ) определяли ферментативным спек-
трофотометрическим методом с использованием 
специфического субстрата N-терт-бутокси-кар-
бонил-аланин-β-нитрофенилового эфира (BOC- 
Ala-ONp), и оценивали в нмоль/мин × мл (чув-
ствительность метода 40 нмоль/мин × мл) [5].

Функциональную активность a1-протеазного 
ингибитора (a1-ПИ) определяли спектрофото-
метрическим методом и оценивали в ИЕ/мл (ин-
гибиторные единицы/мл) (чувствительность ме-
тода 5 ИЕ/мл) [11].

Вычислялся также протеазно-ингибиторный 
индекс (ПИИ), представляющий собой соотно-
шение активности ЛЭ к функциональной актив-
ности a1-ПИ, характеризующий направленность 
воспалительного процесса.

Уровень аутоантител (аАТ) к нейроантигенам 
S100b и основному белку миелина (ОБМ) в сы-
воротке крови определяли методом стандартно-
го твердофазного иммуноферментного анализа 
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay – ELISA) 
и оценивали в единицах оптической плотности 
(ед. опт. пл).

Выбранные иммунные показатели характери-
зуют состояние как клеточного, так и гумораль-
ного звена иммунитета 

Статистическая обработка
В качестве основного подхода использова-

ли кластерный анализ, а также метод Шапиро–
Уилка и проверка однородности распределений 
кластеров при помощи дисперсионного анализа 
(ДА) в случае нормального распределения, и по 
методу Краскела–Уоллиса для показателей име-
ющих отличное от нормального распределение. 
Использовали уровень достоверности: p < 0,05. 

Кластерный анализ [6, 15, 18] представляет со-
бой общее название множества математических 
методов (порядка 100), направленных на форми-
рование отдаленных друг от друга групп относи-
тельно близких между собой объектов по данным 
о расстояниях или связях (мерах близости) между 
ними в ситуации, когда отсутствует априорная 
информация относительно принадлежности объ-
ектов к группам. Важное условие корректного 

использования кластерного анализа состоит в 
том, что переменные или признаки (в данном 
исследовании – иммунологические показатели) 
должны измеряться в сравнимых шкалах. Из-за 
неоднородности единиц измерения признаков 
становится невозможно корректно рассчитать 
расстояния между точками. Эта проблема реша-
ется при помощи предварительной стандартиза-
ции переменных. Наиболее распространенный 
способ стандартизации – вычисление Z-вклада 
или стандартизованного вклада по формуле 1.

      (1)

где xi – значение данного наблюдения;  – 
среднее; σ – стандартное отклонение.

В данном исследовании использовали два ме-
тода кластеризации: иерархический агломера-
тивный метод, результаты которого оформлены 
в виде дендограммы и итеративный алгоритме 
k-средних. Для оценки числа кластеров в выборке 
здоровых людей использовали пакет NbClust(…) 
из статистической программы R.

В качестве классифицирующих признаков ис-
пользовали определяемые маркеры воспаления 
(энзиматическую активность ЛЭ, функциональ-
ную активность a1-ПИ, протеазно-ингибитор-
ный индекс (ПИИ)), уровень аАТ к S100b и ОБМ, 
а также возраст обследуемых. 

Результаты и обсуждение
В таблице 1 приведены средние показатели 

анализируемых иммунных маркеров для группы 
условно здоровых людей. Принимая во внима-
ние репрезентативность выборки (n = 100), эти 
показатели, вероятно, следует рассматривать как 
нормативные. Вместе с тем, обращает внимание 
широкий разброс значений определяемых им-
мунных маркеров и наличие значений, выходя-
щих за пределы нормативного диапазона (сред-
нее ± стандартное отклонение). 

Широкий разброс полученных данных по-
служил основанием для проведения кластерного 
анализа. Возраст обследуемых был также вклю-
чен в качестве кластеризующего признака в связи 
с тем, что этот показатель может оказывать влия-
ние на уровень иммунных маркеров. 

Поскольку экспериментальные иммунологи-
ческие параметры существенно отличаются по из-
мерительным шкалам, предварительно они были 
стандартизованы в соответствии с формулой 1.

Кластерный анализ воспалительных маркеров 
здоровых людей

Оценка числа кластеров при помощи пакета 
NbClust() показала, что наиболее вероятное чис-
ло кластеров равно 3.
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ТАБЛИЦА 1. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ В ОБЩЕЙ ГРУППЕ УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ (СРЕДНЕЕ ± 
СТАНДАРТНОЕ ОТКЛОНЕНИЕ; МИНИМУМ-МАКСИМУМ)
TABLE 1. IMMUNOLOGICAL PARAMETERS IN THE GENERAL GROUP OF CONDITIONALLY HEALTHY PEOPLE (M±SD; min-max)

Иммунологические параметры
Immunological parameters

Общая группа
Total group 
(n = 100)

Активность ЛЭ, нмоль/мин × мл
LE activity, nmol/min × ml

231,8±49,2
136-347,8

Функциональная активность aa1-ПИ, ИЕ/мл
Functional activity of a1-PI, IU/ml

39,4±9,8
11,2-62,1

ПИИ
PII

6,36±2,8
2,88-24,49

аАТ к S100b, ед. опт. пл
aAB to S100b, unit of OD

0,76±0,19
0,40-1,35

аАТ к ОБМ, ед. опт. пл
aAB to MBP, unit of OD

0,79±0,18
0,4-1,34

TNFaa, пг/мл 
TNFa, pg/ml 
(n = 92)

7,3±21,3
0,0-175,0

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/ml 
(n = 87)

2,86±6,09
0,0-55,1

IL-10, пг/мл 
IL-10, pg/ml 
(n = 91)

4,01±7,04
0,0-49,5

Рисунок 1. Дендрограмма иерархической классификации условно здоровых людей
Примечание. По оси абсцисс – объединяемые объекты, по оси ординат – близость кластеров.
Figure 1. Dendrogram of hierarchical classification of conditionally healthy people
Note. On the abscissus axis-the objects to join, on the ordinate axis-the proximity of clusters.
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На рисунке 1 представлена дендрограмма, 
которая показывает степень близости кластеров 
по иммунологическим показателям, а также на-
глядно демонстрирует в графическом виде по-
следовательность их объединения (снизу вверх). 

Количество уровней дендрограммы соответству-
ет числу шагов слияния кластеров. Дендрограмма 
показывает все кластеры, созданные в процессе 
работы алгоритма кластеризации, а также их вло-
женность относительно друг друга. 
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Рисунок 2. Распределение кластеров в координатах активности ЛЭ и aa1-ПИ
Примечание. По оси абсцисс – активность ЛЭ в нмоль/мин*мл, по оси ординат – функциональная активность aa1-ПИ в ИЕ/мл. 

 – кластер 1,  – кластер 2,  – кластер 3.
Figure 2. Distribution of clusters in the coordinates of LE and a1-PI activity 
Note. On the abscissa, LE activity in nmol/min*ml; on the ordinate axis, functional activity of a1-PI in IU/ml. , cluster 1; , cluster 2; , cluster 3.
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На рисунке 2 приведена диаграмма распре-
деления полученных кластеров (1, 2 и 3) в про-
странстве показателей ЛЭ и a1-ПИ. Эта двумер-
ная диаграмма, как пример, наилучшим образом 
отображает полученные кластеры.

Приведенные рисунки свидетельствуют, что 
выборка условно здоровых людей по совокуп-
ности иммунологических показателей отчетливо 
разделяется на три кластера (рис. 2). 

В таблице 2 приведены основные статисти-
ческие характеристики кластеров, результаты 
проверки нормальности распределений (метод 
Шапиро–Уилка) и проверка однородности рас-
пределений кластеров при помощи дисперси-
онного анализа (ДА) – в случае нормального 
распределения (ЛЭ, a1-ПИ и ОБМ) и по методу 
Краскела–Уоллиса – для показателей, имеющих 
отличное от нормального распределение (S100b, 
ПИИ, IL-10, TNFa и IL-6).

Обсуждение
Из приведенных в таблице данных следует, что 

такие иммунные показатели, как активность ЛЭ, 
протеазно-ингибиторный индекс, уровень IL-10 
и TNFa статистически значимо различаются в по-
лученных кластерах. При этом показатели второ-
го кластера в наибольшей степени приближены к 
средним показателям, определенным для общей 

выборки (таблица 1), что дает основание рассма-
тривать именно иммунные показатели этого кла-
стера как нормативные, соответствующие «фоно-
вому» состояние иммунитета у здоровых людей. 
Этот кластер составили 43 обследованных. От-
метим, что несмотря на широкий диапазон воз-
раста в общей группе обследованных , получен-
ные кластеры не различались по этому параметру 
(Kruskal–Wallis test: H(2,N = 100) = 2,113621, 
p = 0,3476), что позволяет исключить значимое 
влияние возраста (в рамках указанного диапазо-
на) на определяемые иммунные показатели. Эти 
группы не отличались по гендерным признакам 
(Kruskal–Wallis test: H(2,N = 100) = 0,6478717, 
p = 0,7233). Выделенные кластеры статистически 
не различались также по функциональной актив-
ности a1-ПИ и по уровню аутоантител к антиге-
нам S100b и ОБМ.

При анализе иммунологических показателей 
двух других кластеров (первого и третьего) мож-
но предположить, что их совокупность отражает 
иммунную дисрегуляцию и наличие латентных 
воспалительных реакций. Основанием для та-
кого предположения служат изменения в актив-
ности ЛЭ, дисбаланс в протеазно-ингибиторной 
системе, а также отклонения в уровне некоторых 
цитокинов. 

Наиболее яркие различия полученных класте-
ров касаются энзиматической активности ЛЭ, 
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ТАБЛИЦА 2. ХАРАКТЕРИСТИКИ КЛАСТЕРОВ 
TABLE 2. CLUSTER CHARACTERISTICS

Показатели
Parameters
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Кластер 1 / Cluster 1
Среднее
Mean 172,06 37,70 0,79 0,82 4,73 3,51 10,47 3,97

Медиана
Median 173,45 36,20 0,74 0,76 4,65 0,00 2,60 0,00

Стандартное отклонение
Standard deviation 17,71 7,59 0,21 0,19 1,03 9,68 32,91 10,29

Минимум 
Minimum 136,00 23,80 0,40 0,45 2,89 0,00 0,00 0,00

Максимум
Maximum 203,00 62,10 1,35 1,30 7,24 49,50 175,00 55,10

Количество
Number (n) 30 30 30 30 30 30 30 29

Кластер 2 / Cluster 2
Среднее
Mean 235,31 41,57 0,77 0,79 6,05 3,27 5,65 2,44

Медиана
Median 234,40 41,40 0,75 0,78 5,72 0,00 3,35 3,10

Стандартное отклонение
Standard deviation 12,86 10,25 0,18 0,18 1,77 4,76 11,01 1,71

Минимум 
Minimum 211,20 20,90 0,40 0,40 3,79 0,00 0,00 0,00

Максимум
Maximum 259,80 59,90 1,08 1,34 11,37 16,60 60,60 5,40

Количество
Number (n) 43 43 43 43 43 36 36 33

Кластер 3 / Cluster 3
Среднее
Mean 292,55 37,73 0,71 0,76 8,67 5,69 5,80 2,13

Медиана
Median 281,70 38,60 0,67 0,68 7,75 4,40 2,80 3,00

Стандартное отклонение
Standard deviation 25,46 10,78 0,18 0,18 3,87 5,98 14,59 1,85

Минимум 
Minimum 263,00 11,20 0,45 0,51 4,66 0,00 0,00 0,00

Максимум
Maximum 347,80 58,00 1,22 1,12 24,49 17,20 74,90 4,70

Количество
Number (n) 27 27 27 27 27 25 26 25

Шапиро–Уилка, р 
Shapiro–Wilk, p 0,12 0,33 0,02 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00

ДА, р
ANOVA, p 0,00 0,15 0,40

Kruskal–Wallis_prob 0,12 0,00 0,02 0,04 0,68
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являющейся маркером активации нейтрофилов, 
а также соотношений в протеазно-ингибиторной 
системе, вовлеченной в развитие воспалитель-
ных реакций. Первый и третий кластеры харак-
теризуются разнонаправленными изменениями 
активности ЛЭ и протеазно-ингибиторного ин-
декса, относительно нормативных значений, что 
может свидетельствовать о различных вариантах 
латентной воспалительной реактивности, реали-
зующейся у пациентов, составивших эти класте-
ры (30 и 27 человек соответственно). Необходимо 
отметить, что подобные изменения активности 
ЛЭ, а также ПИИ различной направленности по 
отношению к контролю, характеризуют различ-
ные этапы течения шизофрении, аффективных 
психозов, нейродегенеративных заболеваний 
(болезнь Альцгеймера, Паркинсона, синдром 
мягкого когнитивного снижения и др.) [7, 8, 9], 
а также таких заболеваний как саркоидоз легких 
и хроническая сердечно-сосудистая недостаточ-
ность [2, 4].

Что касается цитокинов, их изменения не яв-
ляются столь значительными для 1 и 3 кластеров 
по сравнению с нормативными и далеки от уров-
ня, характерного для системных воспалительных 
реакций [13, 14]. Помимо этого, даже в рамках 
выделенных кластеров отмечается широкая ва-
риабельность их значений. Вероятно, это связано 
с низким содержанием цитокинов в сыворотке 
крови, а также значительными методическими 
сложностями их определения иммунофермент-
ными методами. Так, сыворотка крови здоровых 
людей может содержать гетерофильные антитела, 
способные перекрестно связываться с компонен-
тами иммуноферментной системы, способствую 
ложноположительным реакциям, а также инги-
биторные молекулы [1].

Заключение
Таким образом можно заключить, что обсле-

дованная в настоящей работе группа условно здо-
ровых людей является неоднородной по уровню 
ряда анализируемых воспалительных маркеров. 
С помощью кластерного анализа она разделяется 
на три подгруппы (кластера), значимо различаю-
щиеся по активности ЛЭ, протеазно-ингибитор-
ному индексу и концентрации некоторых цито-
кинов. Один из этих кластеров, в который входит 
43% обследованных, может быть определен как 
оптимальный для иммунологической нормы. 
Иммунологические показатели этого кластера 
характеризуют физиологическое, «фоновое» со-
стояние иммунитета. Совокупность иммуно-
логических показателей двух других кластеров 
позволяет предположить наличие у лиц, соста-
вивших эти кластеры (30 и 27 человек соответ-
ственно), различных вариантов латентных воспа-
лительных реакций. Эти варианты определяются 
разнонаправленными изменениями активности 
ЛЭ и ПИИ по отношению к соответствующим 
нормативным показателям. Результаты исследо-
вания свидетельствуют, что эти иммунные пока-
затели, характеризующие преимущественно ак-
тивацию нейтрофилов, могут являться наиболее 
значимыми для детекции возможных латентных 
воспалительных реакций. 
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ИНФОРМАТИВНОСТЬ СЫВОРОТОЧНЫХ ЦИТОКИНОВ 
И ИХ ЗНАЧЕНИЕ В ФОРМИРОВАНИИ МЕТАБОЛИЧЕСКОГО 
СИНДРОМА С АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИЕЙ 
В ПОЖИЛОМ ВОЗРАСТЕ 
Агарков Н.М.1, 2, Коломиец В.И.3, Корнеева С.И.3, Москалева Е.О.2, 
Макконен К.Ф.2
1 ФГБОУ ВО «Юго-Западный государственный университет», г. Курск, Россия  
2 ФГАУО ВО «Белгородский государственный национальный исследовательский университет», г. Белгород, 
Россия  
3 ФГБОУ ВО «Курский государственный медицинский университет», г. Курск, Россия

Резюме. Одной из основных проблем общественного здравоохранения во всем мире является ме-
таболический синдром (МС), приводящий к значительным трудопотерям, увеличению расходов на 
лечение и реабилитацию больных. Цель исследования – выявление информативных сывороточных 
интерлейкинов на основе определения показателей отношения шансов у больных пожилого возраста 
с МС и АГ. Обследовано в клинических условиях 86 больных МС и АГ в возрасте 60-75 лет (основная 
группа). Критериями включения являлись: возраст 60-75 лет, наличие МС, первичная АГ – II-III сте-
пени, отсутствие острого инфаркта миокарда, злокачественных новообразований, нарушений моз-
гового кровообращения, почечной недостаточности за последние 6 месяцев. Диагностика МС и АГ 
проводились в соответствии с Рекомендациями экспертов Всероссийского научного общества кар-
диологов по диагностике и лечению МС. Впервые проведенное нами исследование большого спек-
тра сывороточных интерлейкинов у пациентов пожилого возраста с МС и АГ позволило установить 
изменения противоположной направленности в содержании провоспалительных и противовоспа-
лительных цитокинов. Сочетание АГ с МС у пожилых сопровождается существенным повышением 
большинства провоспалительных интерлейкинов и, напротив, достоверным снижением продукции 
противовоспалительных цитокинов. Это однозначно указывает, что в инициировании МС с АГ в по-
жилом возрасте важное значение имеют иммунологические регуляторные системы. Провоспалитель-
ные и противовоспалительные сывороточные интерлейкины активно вовлечены в развитие МС с АГ 
в пожилом возрасте и сопровождаются выраженным дисбалансом. Указанные иммунологические 
реакции могут являться первопричинной МС в сочетании с АГ. Высокий риск развития данной пато-
логии связан как с изменением продукции провоспалительных (IL-8, IL-1β), так и провоспалитель-
ных (IL-4, IL-10) интерлейкинов сыворотки крови с преобладанием патологического вклада первых. 
Перечисленные интерлейкины следует считать ведущими диагностическими маркерами МС с АГ у 
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пожилых. Использование сывороточных интерлейкинов и дискриминантного метода позволяет с вы-
сокой безошибочной вероятностью классифицировать пожилых больных с МС и АГ от аналогичного 
возраста пациентов без этой патологии.

Ключевые слова: сывороточные интерлейкины, метаболический синдром, артериальная гипертензия, пожилые

INFORMATIVE SIGNIFICANCE OF SERUM CYTOKINES AND 
THEIR IMPORTANCE FOR DEVELOPMENT OF METABOLIC 
SYNDROME WITH ARTERIAL HYPERTENSION IN ELDERLY 
PERSONS 
Agarkov N.M.a, b, Kolomiets V.I.c, Korneeva S.I.c, Moskaleva E.O.b, 
Makkonen K.F.b
a Southwestern State University, Kursk, Russian Federation  
b Belgorod State National Research University, Belgorod, Russian Federation  
c Kursk State Medical University, Kursk, Russian Federation 

Abstract. Metabolic syndrome (MS) is among the main public health challenges worldwide, leading to 
significant labor losses, increased costs for treatment and rehabilitation of the patients. The aim of the present 
study was to identify the informative serum interleukins, by determining the odds ratio in elderly patients with 
MS and hypertension. The main group of 86 patients with MS and arterial hypertension (AH) aged 60-75 years 
was examined under clinical conditions. The inclusion criteria were as follows: age of 60-75 years, presence 
of MS, primary hypertension (grade II-III), absence of acute myocardial infarction, malignant neoplasms, 
disorders of cerebral circulation, kidney failure over last 6 months. Diagnostics of MS and hypertension was 
carried out in accordance with Expert Guidelines from the Russian Research Society of Cardiology on the 
MS Diagnosis and Treatment. Our first study of a large range of serum interleukins in elderly patients with 
MS and hypertension allowed us to reveal the inversely directed changes in pro- and anti-inflammatory 
cytokine contents. Combined AH/MS in elderly persons is accomplished by sufficient increase of the most 
proinflammatory cytokines, and vice versa, by significant decrease in anti-inflammatory cytokines in blood 
serum. This finding clearly points to importance of immunological regulatory systems for initiation of AH 
with MS at older age. Pro- and anti-inflammatory serum interleukins are actively involved into the AH/MS 
development in elderly accompanied by their pronounced imbalance. The mentioned immune reactions 
could underlie the MS/AH condition. High risk of this disorder is connected with changed production of 
proinflammatory cytokines (IL-8, IL-1β), like as anti-inflammatory serum interleukins (IL-4, IL-10), with 
predominance of the former. The above interleukins should be considered dominant diagnostic markers of 
AH/ MS in elderly persons. Measurement of serum interleukins and discriminant-based approach allows highly 
reliable differentiation of elderly patients with AH/MS from similar individuals without this disorder.

Keywords: serum interleukins, metabolic syndrome, hypertension, elderly

Введение
Высокая распространенность метаболическо-

го синдрома (МС) доминирует в старших возраст-
ных группах и сопровождается существенными 
затрататами государства на лечение данных боль-
ных как в амбулаторных, так и стационарных уч-
реждениях из-за взаимного влияния сочетанной 
патологии и полиморбидности [14].

Проведенные к настоящему времени клини-
ческие и эпидемиологические исследования по 
проблеме МС свидетельствуют о том, что рас-
сматриваемая патология является возрастассо-
циированной и неуклонно повышается ее рас-
пространенность по мере старения населения, 
происходящего, прежде всего, в индустриальных 
странах [13]. Среди взрослого населения частота 



305

Метаболический синдром у пожилых
Metabolic syndrome in the elderly2021, Vol. 23,  2

2021, Т. 23, № 2

МС в среднем составляет 24% и характеризуется 
достоверными гендерными различиями, показы-
вающими превышение в 2,4 раза распространен-
ность среди женщин [13].

Старение населения и нарушение деятель-
ности органов и систем сопровождаются по-
степенным ростом частоты МС в возрастных 
группах мужчин и женщин от 50 лет и старше. 
Среди последних у каждого пятого человека в со-
ответствии с общепринятыми критериями диа-
гностируется МС. В группе пожилого населения 
уровень МС соответствует экстремуму [3], и нега-
тивная тенденция наблюдается и в последующих 
возрастных категориях – старческом возрасте и у 
долгожителей. Из-за выраженности нарушений 
со стороны сердечно-сосудистой и эндокринной 
систем МС у представителей пожилого и старче-
ского возраста протекает с развитием серьезных 
и частых фатальных осложнений [14].

Показано, что прогрессирование сердечно-
сосудистой патологии происходит при участии 
системных цитокинов [12]. Нарушения иммуно-
регуляторных процессов, сопровождающихся ги-
перэкспрессией провоспалительных цитокинов 
и подавлением синтеза противовоспалительных, 
вызывают дистабилизацию воспалительных ре-
акций в сердечно-сосудистой системе [12]. В свя-
зи с этим считается, что увеличение продукции 
провоспалительных цитокинов и, прежде всего, 
интерлейкина 6 (IL-6), интерлейкина 1 (IL-1) и 
фактора некроза опухоли a (TNFa), обуславли-
вают не только ведущие звенья патогенеза сер-
дечно-сосудистой патологии, но и позволяют 
прогнозировать динамику заболевания, включая 
развитие различных осложнений. 

Однако, несмотря на это, при изучении им-
мунологических аспектов МС с артериальной 
гипертензией (АГ) у пациентов 60-74 года не 
уделяется должного внимания исследованию 
провоспалительных цитокинов крови и их роли 
в инициировании обсуждаемой патологии. Про-
исходящие изменения в продукции системных 
противовоспалительных цитокинов у пожилых 
пациентов с МС и АГ остаются неизвестными. 
Для объективной оценки дисбаланса системно-
го цитокинового статуса у пациентов 60-74 года с 
сочетанным МС и АГ редко применятются мате-
матические критерии и выделение приоритетных 
для диагностики интерлейкинов осуществляется 
субъективно, что снижает научную и практиче-
скую значимость таких результатов.

Цель исследования – выявление информа-
тивных сывороточных интерлейкинов на основе 
определения показателей отношения шансов у 
больных пожилого возраста с МС и АГ.

Материалы и методы
Исследование проводилось в стационарных 

условиях у 86 пожилых пациентов с верифици-
рованным диагнозом МС и АГ, составивших ос-
новную группу. Выявление данных заболеваний 
выполнялось с учетом критериев, изложенных в 
Рекомендациях экспертов Всероссийского на-
учного общества кардиологов [5]. При поста-
новке диагноза МС учитывались также критерии 
Международной Диабетической Федерации [6], 
среди которых ведущим считалось наличие цен-
трального ожирения. Дополнительно учитыва-
лись два из 4 нижеуказанных патологических на-
рушений: гипергликемия в плазме натощак или 
обнаруженный ранее сахарный диабет 2-го типа, 
артериальная гипертензия, уменьшение в крови 
уровня липопротеидов высокой плотности, вы-
сокое содержание триглицеридов. Критериями 
включения в основную группу пациентов служи-
ли: пожилой возраст, наличие МС, первичная АГ 
II-III степени, отсутствие на момент обследова-
ния и в прошедшие полгода мозгового инсульта, 
злокачественных опухолей, острого инфаркта 
миокарда, почечной недостаточности.

Контрольная группа представлена 35 лицами 
аналогичного возраста и пола, не имеющих АГ и 
МС.

Сравниваемые группы не имели достоверных 
различий по среднему возрасту – в основной 
группе он составил 69,3±2,7 лет, а в контроле – 
68,9±3,5 лет (p > 0,05).

Среди сопутствующей патологии в основной 
и контрольной группах часто регистрировались 
остеоартроз и остеоартрит (18,2 и 8,4%), хрони-
ческий пиелонефрит (13,5 и 6,0%) и тромбофле-
бит нижних конечностей (17,6 и 18,0%).

Определение цитокинов в сыворотке крови 
осуществляли посредством иммуноферментного 
метода и набора «Протеиновый контур» (Санкт-
Петербург).

Среди широкого спектра изученных цито-
кинов выполнялось выделение диагностически 
значимых по формуле расчета отношения шан-
сов (ОШ): ОШ = (a × d) / (b × c), где а – анали-
зируемый параметр имеется в основной группе 
пациентов, b – этот параметр отсутствует в ос-
новной группе, с – анализируемый цитокин вы-
явлен в контрольной группе, d – анализируемый 
цитокин отсутствует в контрольной группе [7].

Достоверность рассчитанных показателей 
ОШ для исследованных цитокинов проверялись 
на основе полученных доверительных интерва-
лов. При этом достоверно значимые интерлей-
кины крови использовались в качестве инфор-
мативных иммунологических показателей для 
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верификации МС, сочетанного с АГ, а недосто-
верные ОШ не рассматривались.

При статистической обработке полученных 
результатов применялся статистический при-
кладной пакет Statistica 6.0 и непараметрический 
критерий Вилкоксона.

При классификации больных МС и АГ пожи-
лого возраста и больных аналогичного возраста 
без МС и АГ использовался дискриминантный 
анализ, предусматривающий статистические ме-
тоды классификации различных совокупностей 
при наличии обучающих выборок по исследо-
ванным сывороточным интерлейкинам. Выпол-
нение процедуры классификации больных ос-
новной и контрольной групп осуществлялось в 
соответствии с рекомендациями Айвазяна С.А.  
и др. [7].

Пациенты с МС и АГ относились ко второму 
классу (G_2:1), а больные пожилого возраста без 

указанной выше патологии – к первому классу 
(G_1:0). Качество классификации рассматривае-
мых групп оценивалось по расстоянию Махала-
нобиса.

Результаты и обсуждение
Изменения провоспалительных интерлейки-

нов в крови у пациентов пожилого возраста с на-
личием МС и АГ характеризуются однонаправ-
ленностью (табл. 1). Наибольшие отклонения в 
основной группе по отношению к контрольной 
выявлены для сывороточного IL-8, продукция 
которого повысилась почти в 10 раз (p < 0,001). 
Среди других провоспалительных интерлейки-
нов у больных с анализируемой патологией до-
стоверно возросло содержание IL-1β. Развитие 
МС с АГ в пожилом возрасте, наряду с вышеу-
казанными нарушениями системного цитоки-
нового профиля, сопровождалось статистически 

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ИНТЕРЛЕЙКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ В ОСНОВНОЙ И КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППАХ 
(М±m)
TABLE 1. SERUM INTERLEUKIN CONTENT IN THE MAIN AND CONTROL GROUPS (M±m)

Название интерлейкина, 
единица измерения

Interleukin name, 
unit of measurement

Больные с МС и АГ в 
возраст 60-75 лет

Patients with MS and 
hypertension aged 60-75 

years

Лица без МС и АГ 60-
75 лет

Persons without MS and 
hypertension 60-75 years 

old

p

IL-1ββ, пг/мл
IL-1β, pg/ml 72,4±2,8 10,3±1,2 < 0,001

IL-2, пг/мл
IL-2, pg/ml 64,7±2,4 15,8±1,9 < 0,001

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/ml 204,5±3,6 63,7±3,3 < 0,001

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/ml 49,6±3,1 5,0±1,6 < 0,001

TNFaa, пг/мл
TNFa, pg/ml 14,8±1,3 6,8±1,7 < 0,001

Интерферон-γγ, пг/мл
Interferon-γ, pg/ml 28,2±1,5 13,4±1,1 < 0,001

Интерферон-aa, пг/мл
Interferon-a, pg/ml 17,5±1,2 26,9±1,2 < 0,001

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/ml 1,1±0,1 4,4±0,3 < 0,001

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/ml 5,2±0,3 19,5±1,2 < 0,001

IL-18, пг/мл
IL-18, pg/ml 76,7±4,2 76,7±4,2 < 0,001
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значимым подъемом IL-2 и IL-6. Уровень TNFa 
и интерферона-a повысились практически в рав-
ной степени существенно по сравнению с лица-
ми контрольной группы (p < 0,001). Напротив, 
среди пациентов пожилого возраста с МС в соче-
тании с АГ наблюдалось достоверное снижение 
концентрации противовоспалительных цитоки-
нов – IL-4 и IL-10. Кроме того, установлено сни-
жение IL-18 интерферона-a в сыворотке крови 
60-74 лет с наличием МС с АГ (p < 0,001).

В ранее выполненном исследовании цито-
кинового профиля крови у больных старческо-
го возраста АГ и сахарным диабетом установле-
но повышение IL-6 по сравнению с больными 
с изолированной АГ [8]. Концентрация IL-6 у 
пациентов с АГ достоверно выше, чем у здоро-
вых лиц, и в среднем составляет 5,8±0,6 пг/мл и 
1,3±0,08 пг/ мл [9]. Аналогично изменилось и со-
держание IL-18 с достоверным подъемом при АГ 
и сахарном диабете против больных изолирован-
ной АГ [8]. У пожилых женщин с АГ и диабетом 
наблюдается изменение соотношения IL-10 и 
IL- 17 в сыворотке крови [11].

В отличие от выявленных нами значительных 
отклонений в содержании системных цитокинов 
у пожилых больных МС с АГ, при изолированной 
АГ содержание IL-4, IL-10, IL-6 и TNFa другими 
исследователями не обнаружено [10]. Однако со-
держание провоспалительных цитокинов (TNFa 
и IL-6) существенно возросло у пациентов с АГ I 
и II степени с гипертрофией левого желудочка, а 
также у больных с АГ I и II степени с гипертро-
фией левого желудочка и развившимся лимфо-
цитозом (p < 0,05). При данных патологических 
состояниях содержание IL-1 не изменилось и 
соответствовало референсному уровню [12]. Од-
нако в названных группах пациентов измене-
ния противовоспалительных цитокинов – IL-4 
и IL- 10 – неоднозначны. Так, содержание IL-4 
не выходило за пределы референсных значений, 
тогда как уровень IL-10 снизился у больных с 
АГ I-II степени с гипертрофией левого желудоч-
ка [13]. 

Считается, что степень дисбаланса между про-
воспалительными и противовоспалительными 
цитокинами в значительной степени определяет 
тяжесть АГ [4]. У больных с рефрактерной АГ в 
сранении с пациентами с контролируемой АГ 
выявлено достоверное увеличение IL-6, TNFa и 
снижение интерферона-γ [2].

Впервые проведенное нами исследование 
большого спектра сывороточных интерлейкинов 
у пациентов пожилого возраста с МС и АГ позво-
лило установить противоположной направленно-
сти изменения в содержании провоспалительных 

и противовоспалительных цитокинов. Сочетание 
АГ с МС у пожилых сопровождается существен-
ным повышением большинства провоспалитель-
ных интерлейкинов и, напротив, достоверным 
снижением продукции противовоспалительных 
цитокинов. Это однозначно указывает, что в ини-
циировании МС с АГ в пожилом возрасте важное 
значение имеют иммунологические регулятор-
ные системы. Гиперэкспрессия провоспалитель-
ных цитокинов при изолированной АГ потенци-
ирует прогрессирование нарушений сосудистого 
тонуса [1]. Полученные нами результаты и значе-
ния ОШ для изученных интерлейкинов крови у 
больных пожилого возраста с МС и АГ свидетель-
ствуют о высоком потенциальном риске IL-8 в 
развитии обсуждаемой патологии с достоверным 
доверительным интервалом (табл. 2). Величины 
ОШ других системных цитокинов (IL- 18, TNFa, 
интерферона-γ) существенно ни же аналогичного 
параметра, выявленного для IL-8. Высокие вели-
чины ОШ свойственны также IL-1β, IL-4, IL-10, 
что указывает на их значимую роль в развитии 
МС с АГ у пожилых пациентов. Важным резуль-
татом выполненной оценки информативности 
системных цитокинов следует считать, что вы-
сокий риск формирования МС в сочетании с АГ 
связан как с провоспалительными (IL- 8, IL- 1β), 
так и противовоспалительными (IL-4, IL-10) ин-
терлейкинами. 

Величина относительного риска других сыво-
роточных интерлейкинов в развитии МС с АГ в 
пожилом возрасте существенно ниже.

Классификация пациентов основной и кон-
трольной групп, проведенная посредством дис-
криминантного метода по интерлейкинам сыво-
ротки крови, свидетельствует о хорошем качестве 
классификации (табл. 3). Процент ошибочно 
классифицированных представителей первого 
класса (пожилые без МС и АГ) и отнесенных их 
во второй класс (пожилые с МС и АГ) состав ляет 
8,7%. Ошибочно отнесены к первому классу в 
8,2% случаев пациенты второго класса при вы-
полнении процедуры классификации по сыворо-
точным цитокинам.

Это высокий процент безошибочной класси-
фикации изучаемых групп больных по показате-
лям сывороточных интерлейкинов Полученные 
результаты дискриминантного анализа показы-
вают, что по содержанию интерлейкинов в крови 
с высокой безошибочной вероятностью можно 
классифицировать пожилых больных с МС и АГ 
от больных аналогичного возраста без данной па-
тологии. Только интерферон-γ дает ошибочную 
классификацию сравниваемых групп и не может 
использоваться в клинической практике.
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ТАБЛИЦА 2. ОТНОШЕНИЕ ШАНСОВ ДЛЯ СЫВОРОТОЧНЫХ ИНТЕРЛЕЙКИНОВ В ДИАГНОСТИКЕ МС С АГ У ПОЖИЛЫХ
TABLE 2. ODDS RATIO FOR SERUM INTERLEUKINS IN THE DIAGNOSIS OF MS WITH HYPERTENSION IN THE ELDERLY

Название интерлейкина, 
единица измерения

Interleukin name, 
unit of measurement

Отношение шансов
Odds ratio

Доверительный 
интервал

Confidence interval
p

IL-1ββ, пг/мл
IL-1β, pg/ml 4,965 4,327-5,485 < 0,0001

IL-2, пг/мл
IL-2, pg/ml 2,754 2,544-3,286 < 0,0003

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/ml 2,082 1,821-2,548 < 0,0028

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/ml 7,281 6,864-7,8250 < 0,0001

TNFaa, пг/мл
TNFa, pg/ml 1,828 1,541-2,347 < 0,0064

Интерферон-γγ, пг/мл
Interferon-γ, pg/ml 1,603 1,286-1,825 < 0,0032

Интерферон-aa, пг/мл
Interferon-a, pg/ml 1,765 1,315-1,942 < 0,0054

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/ml 4,287 4,012-4,645 < 0,0001

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/ml 3,642 3,104-3,948 < 0,0001

IL-18, пг/мл
IL-18, pg/ml 1,856 1,613-2,285 < 0,0068

ТАБЛИЦА 3. РАССТОЯНИЕ МАХАЛАНОБИСА МЕЖДУ ИССЛЕДОВАННЫМИ ГРУППАМИ БОЛЬНЫХ 
ПО СЫВОРОТОЧНЫМ ИНТЕРЛЕЙКИНАМ
TABLE 3. MAHALANOBIS DISTANCE BETWEEN THE STUDIED GROUPS OF PATIENTS BY SERUM INTERLEUKINS

Интерлейкин крови
Blood interleukin

Код признака
Attribute code

Исследуемый 
признак
Observed

G_1:0 G_2:1

IL-1ββ 1 G_1:0 3,8760 4,2513

IL-2 2 G_1:0 4,5824 3,8540

IL-6 3 G_1:0 2,1264 2,5613

IL-8 4 G_1:0 1,2092 1,3184

TNFaa 5 G_1:0 0,8706 0,7522

Интерферон-γγ
Interferon-γ 6* G_2:1 3,2845 4,1085

Интерферон-aa
Interferon-a 7 G_2:1 4,6724 4,0513

IL-4 8 G_2:1 6,9857 2,3548

IL-10 9 G_2:1 5,0862 0,9854

IL-18 10 G_2:1 7,9413 0,6578

Примечание. * – признак, по которому ошибочно классифицированы группы больных.

Note. *, a sign by which groups of patients are mistakenly classified.
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Заключение
Провоспалительные и противовоспалитель-

ные сывороточные интерлейкины активно во-
влечены в развитие МС с АГ в пожилом возрас-
те и сопровождаются выраженным дисбалансом. 
Выявленные нарушения иммунологических 
реакций могут являться первопричинной МС в 
сочетании с АГ. Высокий риск развития данной 
обусловлен как изменением продукции провос-
палительных (IL-8, IL-1β), так и противоспали-

тельных (IL-4, IL-10) интерлейкинов сыворотки 
крови с преобладанием патологического вклада 
первых. Перечисленные интерлейкины следует 
считать ведущими диагностическими [3] марке-
рами МС с АГ у пожилых. Использование сыво-
роточных интерлейкинов и дискриминантного 
метода позволяет с высокой безошибочной веро-
ятностью классифицировать пожилых больных с 
МС и АГ от аналогичного возраста пациентов без 
этой патологии.
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ЦИТОКИНЫ В ПЛАЗМЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ COVID-19 
В ОСТРОЙ ФАЗЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ И ФАЗЕ ПОЛНОГО 
ВЫЗДОРОВЛЕНИЯ
Арсентьева Н.А.1, Любимова Н.Е.1, Бацунов О.К.1, 2, Коробова З.Р.1, 
Станевич О.В.2, 3, Лебедева А.А.2, Воробьев Е.А.2, Воробьева С.В.2, 
Куликов А.Н.2, Лиознов Д.А.3, Шарапова М.А.2, Певцов Д.Э.2, 
Тотолян Арег А.1, 2

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

Резюме. COVID-19 – инфекция, вызванная новым коронавирусом SARS-CoV-2, связана с рядом 
патофизиологических механизмов, которые мобилизуют широкий спектр биомолекул, в основном 
цитокинов. Целью настоящего исследования стала оценка уровней широкого спектра цитокинов в 
плазме крови больных COVID-19 в острой фазе заболевания и фазе полного выздоровления. Были 
исследованы образцы плазмы периферической крови 56 больных COVID-19, 69 реконвалесцентов 
и 10 практически здоровых лиц. Методом мультиплексного анализа по технологии xMAP опреде-
ляли концентрации 46 молекул: IL-1a, IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12 (p40), 
IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17A/CTLA8, IL-17-E/IL-25, IL-17F, IL-18, IL-22, IL-27, IFNa2, IFNγ, 
TNFa, TNFβ/Lymphotoxin-a (LTA), CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1β, CCL7/MCP-3, 
CCL11/Eotaxin, CCL22/MDC, CXCL1/GROa, CXCL8/IL-8, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CX3CL1/
Fractalkine, IL- 1ra, IL-10, EGF, FGF-2/FGF-basic, Flt3 Ligand, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, PDGF-AA, 
PDGF-AB/BB, TGF-a, VEGF-A. 

В плазме крови больных COVID-19, находящихся в острой фазе заболевания по сравнению с кон-
трольной группой, обнаружены достоверно повышенные уровни для 18 цитокинов: IL-6, IL-7, IL- 15, 
IL-27, TNFa, TNFβ/Lymphotoxin-a  (LTA), CCL2/MCP-1, CCL7/MCP-3, CXCL1/GROa, CXCL8/
IL- 8, CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG, IL-1rа, IL-10, M-CSF, GM-CSF, VEGF-A. В группе реконвалес-
центов, по сравнению с больными COVID-19, у которых заболевание протекало со средней и тяже-
лой/крайне тяжелой формами течения, обнаружено достоверное снижение содержания практически 
всех исследованных нами цитокинов. Причем в плазме крови реконвалесцентов выявлены достовер-
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но сниженные уровни 8 цитокинов по сравнению со значениями контрольной группы: IL- 1a, IL-2, 
IL-9, IL-12 p40, IL-18, CCL22/MDC, Flt3 Ligand, TGF-a. 

Иммунологическая реакция, вызванная заражением SARS-CoV-2, вовлекает многочисленные 
цитокины, преимущественно провоспалительного характера. Нами впервые показано, что фаза ре-
конвалесценции характеризуется значительно сниженным уровнем цитокинов, которые регулируют 
дифференцировку клеток, гемопоэз, в особенности лимфоцитарное звено (Т-лимфоциты, NK- клет-
ки). В острую фазу заболевания уровень этих цитокинов не меняется. Значительное снижение в фазу 
реконвалесценции по сравнению с острой фазой выявлено для подавляющего большинства цитоки-
нов в плазме крови. Наоборот, острая фаза заболевания сопровождается значительно повышенным 
уровнем провоспалительных и противовоспалительных цитокинов в плазме крови.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, цитокины, хемокины, реконвалесценты, мультиплексный анализ

PLASMA CYTOKINES IN PATIENTS WITH COVID-19 DURING 
ACUTE PHASE OF THE DISEASE AND FOLLOWING COMPLETE 
RECOVERY
Arsentieva N.A.a, Liubimova N.E.a, Batsunov O.K.a, b, Korobova Z.R.a, 
Stanevich O.V.b, c, Lebedeva A.A.b, Vorobyov E.A.b, Vorobyova S.V.b, 
Kulikov A.N.b, Lioznov D.A.c, Sharapova M.A.b, Pevtsov D.E.b, Totolian 
Areg A.a, b

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

Abstarct. COVID-19, an infection caused by the new coronavirus SARS-CoV-2, is associated with a 
number of pathophysiological mechanisms, mobilizing a wide spectrum of biomolecules, mainly, cytokines. 
The purpose of this study was to evaluate levels of multiple cytokines in blood plasma from the patients with 
COVID-19 during acute phase of the disease, and upon complete recovery. Samples of peripheral blood plasma 
of 56 patients with COVID-19, 69 convalescents and 10 healthy individuals were examined. Concentrations 
of 46 molecules, such as IL-1a, IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12 (p40), IL-12 (p70), 
IL-13, IL-15, IL-17A/CTLA8, IL-17-E/IL-25, IL-17F, IL-18, IL-22, IL-27, IFNa2, IFNγ, TNFa, TNFβ/
Lymphotoxin-a  (LTA), CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1β, CCL7/MCP-3, CCL11/Eotaxin, 
CCL22/MDC, CXCL1/GROa, CXCL8/IL-8, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CX3CL1/Fractalkine, 
IL- 1ra, IL-10, EGF, FGF-2/FGF-basic, Flt3 Ligand, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, PDGF-AA, PDGF-AB/
BB, TGF-a, VEGF-A were measured via xMAP multiplexing technology. Significantly increased levels of 18 
cytokines were found in blood plasma from COVID-19 patients during acute phase of the disease (as compared 
to control group), i.e., IL-6, IL-7, IL-15, IL-27, TNFa, TNFβ/Lymphotoxin-a  (LTA), CCL2/MCP-1, 
CCL7/MCP-3, CXCL1/GROa, CXCL8/IL-8, CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG, IL-1rа, IL- 10, M-CSF, 
GM-CSF, VEGF-A. We found a significant decrease of nearly all the mentioned cytokines in recovered 
patients, in comparison with those who had moderate, severe/extremely severe disease. Moreover, we revealed 
a significantly decreased level of 8 cytokines in plasma from convalescents, as compared with control group, 
i.e., IL-1a, IL-2, IL-9, IL-12 p40, IL-18, CCL22/MDC, Flt3 Ligand, TGF-a. Immune response caused by 
SARS-CoV-2 infection involves multiple cytokines, mostly, with pro-inflammatory effects. We have shown 
for the first time that the convalescence phase is characterized by significantly lower levels of cytokines which 
regulate cellular differentiation and hematopoiesis (in particular, lymphocytes, T-cells and NK-cells). Over 
acute phase of the disease, the levels of these cytokines did not change. We revealed a significant decrease of 
most plasma cytokines upon recovery as compared to acute phase. On the contrary, acute phase of the disease 
is accompanied by significant increase of both pro- and antiinflammatory cytokines in blood plasma.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, cytokines, chemokines, convalescence, multiplex analysis
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Введение
Вспышка новой коронавирусной инфек-

ции, названной COVID-19, началась в дека-
бре 2019 года и перешла в масштаб пандемии в 
марте 2020. Для COVID-19 характерна леталь-
ность около 2% и высокая контагиозность [28]. 
Источником инфекции является SARS-CoV-2, 
оболочечный одноцепочечный РНК-вирус рода 
Betacoronavirus [6]. Схожий с другими корона-
вирусами, в частности с SARS-CoV, новый ко-
ронавирус в качестве входной точки исполь-
зует ангиотензинпревращающий фермент 2 
(angiotensin-converting enzyme 2 – ACE2), через 
который с помощью преактивированного белка 
пепломера он внедряется в клетки верхних дыха-
тельных путей с дальнейшим распространением 
его в ткани легких [14]. Вирус SARS-CoV-2 попа-
дает в организм через слизистую оболочку носа, 
гортани и бронхов, проникает в периферическую 
кровь и поражает не только легкие, но и пищева-
рительный тракт, сердце, почки, клетки которых 
экспрессируют ACE2. Вирус SARS-CoV-2 свя-
зывается поверхностными шипиками S-белка с 
протеином ACE2, расположенным на клеточной 
мембране, затем происходит репликация вируса 
и высвобождение новых вирионов из инфици-
рованной клетки. Вирионы поражают таргетные 
органы и индуцируют развитие местного и си-
стемного воспалительного ответа [1, 3].

Клиническую картину новой коронавирусной 
инфекции можно охарактеризовать как острое 
респираторное заболевание, однако течение бо-
лезни варьирует у разных пациентов от асимпто-
матического до крайне тяжелого, в частности 
пневмонии с острым респираторным дистресс-
синдромом [18]. Такое разнообразие проявлений 
может представлять трудность в эпидемиологи-
ческом плане, поскольку пациенты без проявле-
ний заболевания способствуют распространению 
вируса в популяции. Однозначного ответа на во-
прос, чем обусловлена вариативность клиниче-
ской картины у разных пациентов, до сих пор не 
существует. Выдвигается множество теорий от-
носительно патогенеза инфекции SARS-CoV-2, 
однако уже сейчас понятно, что в основе разно-
образия клинических проявлений лежит индиви-
дуальная иммунная реактивность организма.

Цитокины представляют собой регуляторные 
пептиды, продуцируемые клетками организма. 
К системе цитокинов в настоящее время относят 
около 200 полипептидных веществ [2]. Все они 
имеют ряд общих биохимических и функцио-
нальных характеристик, среди которых важней-
шими считаются следующие: плейотропность и 
взаимозаменяемость биологического действия, 
отсутствие антигенной специфичности, прове-
дение сигнала путем взаимодействия со спец-

ифическими клеточными рецепторами, форми-
рование цитокиновой сети. В иммунопатогенезе 
SARS-CoV-2 у многих пациентов описывается 
развитие так называемого «цитокинового штор-
ма» – патологического гипервоспаления с высво-
бождением цитокинов [3, 20]. Высвобождение 
цитокинов в ответ на инфекцию может привести 
к легким или тяжелым клиническим проявлени-
ям. Предполагается существование связи между 
тяжестью заболевания, репликацией вируса и 
цитокиновым штормом [26]. Таким образом, це-
лью настоящего исследования стала оценка уров-
ней широкого спектра цитокинов в плазме крови 
больных COVID-19 в острой фазе заболевания и 
фазе полного выздоровления.

Материалы и методы
С мая по июль 2020 года было обследова-

но 135 человек, сформировавших 3 группы: 
больные COVID-19 (n = 56), реконвалесценты 
(n = 69), контрольная группа (n = 10). На про-
ведение данного исследования было получено 
согласие локального этического комитета Санкт-
Петербургского научно-исследовательского ин-
ститута эпидемиологии и микробиологии имени 
Пастера. От каждого участника, включенного в 
исследование, было получено информированное 
письменное согласие.

В группу больных COVID-19 входило 56 че-
ловек обоего пола (50%/50%) в возрасте от 27 до 
89 лет. Все больные находились на стационарном 
лечении в центре по лечению новой коронави-
русной инфекции COVID-19 ПСПбГМУ им. 
академика И.П. Павлова. У больных был под-
твержденный диагноз «новая коронавирусная 
инфекция» (U07.1 по МКБ-10) на основании по-
ложительного результата ПЦР с обнаружением 
РНК SARS-CoV-2. Больные находились в острой 
фазе заболевания. У 1,8% (1 человека) наблюда-
лось легкое течение заболевания, у 50% больных 
(28 человек) – средняя тяжесть течения, у 48,2% 
(27 человек) было тяжелое и крайне тяжелое те-
чение заболевания. У троих человек (5,4%) забо-
левание закончилось летальным исходом, среди 
них у одного была средняя тяжесть, а у двоих тя-
желое течение заболевания. У всех больных было 
поражение легких. У всех пациентов в плазме 
крови определяли наличие специфических анти-
тел классов IgM и IgG против вируса SARS-CoV-2 
методом ИФА (GA, Германия). У 80% пациентов 
(45 человек) обнаружены специфические антите-
ла класса IgM против вируса SARS-CoV-2. У 75% 
пациентов (42 человек) обнаружены суммарные 
специфические антитела класса IgG против ви-
руса SARS-CoV-2. Венозную кровь забирали у 
пациентов при поступлении в стационар.
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Группа реконвалесцентов состояла из 69 че-
ловек, переболевших COVID-19, обоего пола 
(52% мужчин / 48% женщин) в возрасте от 19 до 
61 года. Переболевшие лица являлись донорами 
плазмы в Центре переливания крови ПСПбГМУ 
им. академика И.П. Павлова и соответствовали 
критериям отбора для сдачи крови (например, 
отсутствие беременности в течение последних 
шести недель, никогда не было диагностирова-
но ВИЧ, ВГВ или ВГС, отсутствовали хрониче-
ские заболевания в стадии обострения). У всех 
лиц этой группы ранее был подтвержден диагноз 
«новая коронавирусная инфекция» на основании 
положительного результата ПЦР с обнаружени-
ем РНК SARS-CoV-2. На момент заболевания у 
43,5% больных (30 человек) наблюдалась легкая 
форма заболевания, у 46,4% (32 человек) – забо-
левание средней тяжести, у 10,1% (7 человек) – 
тяжелое и крайне тяжелое течение заболевания. 
На момент обследования у выздоровевших от-
сутствовали симптомы новой коронавирусной 
инфекции, а также был отрицательный тест ПЦР 
на выявление РНК SARS-CoV-2. После снятия 
диагноза (двух отрицательных тестов ПЦР на 
выявление РНК SARS-CoV-2) прошло от 30 до 
100 дней. У всех пациентов в плазме крови опре-
деляли наличие специфических антител класса 
IgG против вируса SARS-CoV-2 методом ИФА 
(GA, Германия). 7,2% переболевших (5 человек) 
были серонегативными по суммарным спец-
ифическим антителам класса IgG против вируса 
SARS-CoV-2. У 85,5% (59 человек) обнаружены 
антителам класса IgG против белка спайк глико-
протеин 1 (S1) вируса SARS-CoV-2, у 30,3% (20 
человек) – против белка спайк гликопротеин 2 
(S2) и у 91,3% (63 человек) обнаружены антите-
лам класса IgG против белка нуклеокапсида (N) 
вируса SARS-CoV-2. 

Контрольная группа включала в себя 10 услов-
но здоровых жителей Санкт-Петербурга обоего 
пола (50%/50%) в возрасте от 24 до 69 лет. У об-
следованных лиц отсутствовали острые воспали-
тельные заболевания и не наблюдались хрониче-
ские заболевания в стадии обострения, а также 
был отрицательный тест ПЦР на выявление РНК 
SARS-CoV-2 и отсутствовали в плазме крови 
специфические антитела класса IgG против ви-
руса SARS-CoV-2. 

Материалом исследования служила перифе-
рическая кровь. Образцы крови забирали в ва-
куумные пробирки с антикоагулянтом K2ЭДТА и 
центрифугировали при 350g в течение 10 минут. 
Плазму отбирали в криопробирки, замораживали 
и хранили при -80 °С до проведения анализа.

В плазме крови определяли концентрации 46 
молекул: интерлейкинов и некоторых провоспа-
лительных цитокинов (IL-1a, IL-1β, IL- 2, IL- 3, 

IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12 (p40), IL- 12 
(p70), IL-13, IL-15, IL-17A/CTLA8, IL- 17-E/
IL-25, IL-17F, IL-18, IL-22, IL-27, IFNa2, IFNγ, 
TNFa, TNFβ/Lymphotoxin-a(LTA)); хемокинов 
(CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1β, 
CCL7/MCP-3, CCL11/Eotaxin, CCL22/MDC, 
CXCL1/GROa, CXCL8/IL-8, CXCL9/MIG, 
CXCL10/IP-10, CX3CL1/Fractalkine), противо-
воспалительных цитокинов (IL-1ra, IL-10) и ро-
стовых факторов (EGF, FGF-2/FGF-basic, Flt3 
Ligand, G-CSF, M-CSF, GM-CSF, PDGF-AA, 
PDGF-AB/BB, TGF-a, VEGF-A). Исследование 
проводили с помощью мультиплексного анали-
за по технологии xMAP (Luminex, США) с ис-
пользованием наборов с магнитными частицами 
Milliplex HCYTA-60K-PX48 (Merck-Millipore) со-
гласно инструкции фирмы-производителя. Реги-
страцию и анализ данных проводили на приборе 
Luminex MAGРIX (Luminex, США).

Статистическую обработку данных проводили 
в программе GraphPad Prizm5. Поскольку полу-
ченные данные не подчинялись нормальному 
распределению, для анализа выборок использо-
вали методы непараметрической статистики. Для 
межгрупповых сравнений применяли критерий 
Краскела–Уоллиса и Манна–Уитни. Достовер-
ными считали различия при уровне значимости 
p < 0,05. Результаты представлены в виде медиа-
ны (Ме) и межквартильного размаха (Q0,25–Q0,75). 
Для корреляционного анализа применяли коэф-
фициент корреляции Спирмена.

Результаты
Уровни цитокинов у больных COVID-19 в острой 

фазе заболевания
Результаты определения концентрации цито-

кинов представлены в таблице 1. 
В плазме крови больных COVID-19, находя-

щихся в острой фазе заболевания, по сравнению 
с контрольной группой достоверно повышен-
ные уровни обнаружены для 18 цитокинов из 
46 анализируемых. Среди них провоспалитель-
ные цитокины: IL-6, повышенный в 16,7 раза 
(р < 0,0001), IL-7 в 1,6 раза (р < 0,005), IL- 15 в 2,1 
раза (р = 0,0007), IL-27 в 2,1 раза, IFNγ в 2,2 раза 
(р = 0,0001), TNFa в 3 раза (р < 0,0001) и TNFβ/
Lymphotoxin-a(LTA) в 2 раза (р < 0,05); CC-
хемокины: CCL2/MCP-1 в 3,1 раза (р < 0,0001) 
и CCL7/MCP-3 в 4,4 раза (р < 0,001); СХС-
хемокины: CXCL1/GROa в 2,3 раза (р < 0,001), 
CXCL8/IL-8 в 2 раза (р = 0,0002), IFNγ-зависимые 
хемокины: CXCL10/IP-10 в 98,8 раза (р < 0,001) 
и CXCL9/MIG в 5,8 раза (р < 0,001). Повышен-
ные уровни противовоспалительных цитокинов: 
IL-1ra – в 4,2 раза (р < 0,0001) и IL-10 в 4,9 раза 
(р < 0,0001). Ростовые факторы: M-CSF, повы-
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ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ ЦИТОКИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ COVID-19, НАХОДЯЩИХСЯ В ОСТРОЙ ФАЗЕ 
ЗАБОЛЕВАНИЯ, И РЕКОНВАЛЕСЦЕНТОВ, НАХОДЯЩИХСЯ В ФАЗЕ ПОЛНОГО ВЫЗДОРОВЛЕНИЯ, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. PLASMA CYTOKINE CONTENT IN PATIENTS WITH COVID-19 IN ACUTE PHASE AND CONVALESCENTS PHASE,  
Me (Q0.25-Q0.75)

Цитокин,  
пг/мл

Cytokine,  
pg/ml

Группы обследованных лиц
Groups of examined individuals р

COVID-19
острая фаза 

COVID-19 acute 
phase

(n = 56)

COVID-19
реконва-
лесценты 
COVID-19 

convalescent
(n = 69)

Здоровые до-
норы (ЗД) 

Healthy donors 
(HD) (n = 10)

COVID-19
острая 
фаза/ 

COVID-19
реконва-
лесценты
COVID-19

acute phase/ 
COVID-19 

convalescent

COVID-19
острая 
фаза/ 

ЗД
COVID-19 

acute 
phase/HD

COVID-19
реконва-

лесценты/
ЗД

COVID-19 
convalescent/ 

HD

Интерлейкины и некоторые провоспалительные цитокины
Interleukins and some proinflammatory cytokines

IL-1aa 25,5
(18,2-40,9)

9,9
(5,2-17,6)

23,7
(12,5-35,2) < 0,0001 ns 0,0063

IL-1ββ 21,5
(15,7-30,7)

9,6
(5,9-17,2)

18,6 
(11,1-23,1) < 0,0001 ns ns

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

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

3,1
(2,5-4,3) < 0,0001 ns < 0,0001

IL-3 5,7
(2,6-9,9)

2,4
(1,3-4,5)

4,6 
(1,5-6,8) < 0,0001 ns ns

IL-4 5,9 
(3,3-7,4)

2,0 
(1,2-2,8)

3,6
(2,0-3,8) < 0,0001 ns ns

IL-5 10,2
(6,9-14,1)

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

8,3
(5,2-13,6) < 0,0001 ns ns

IL-6 36,5
(17,8-66,7)

1,3
(0,8-1,7)

2,2
(1,6-3,2) < 0,0001 < 0,0001 ns

IL-7 26,8
(18,7-40,5)

8,9
(6,2-13,7)

17,2
(9,9-19,9) < 0,0001 < 0,05 ns

IL-9 36,7
(24,9-42,8)

15,0
(9,8-27,5)

30,8
(23,2-38,9) < 0,0001 ns 0,0079

IL-12 p40 149,6 
(118,1-209,9)

63,91 
(47,03-85,90)

114,1 
(100,8-144,4) < 0,0001 ns < 0,0001

IL-12 p70 9,4
(6,3-15,8)

4,6
(2,0-8,1)

8,1
(4,6-14,5) < 0,0001 ns ns

IL-13 45,8
(27,2-64,6)

24,4
(8,9-38,7)

30,0
(8,9-41,8) < 0,0001 ns ns

IL-15 38,9
(29,9-46,8)

11,5
(7,7-17,4)

18,3
(14,7-30,6) < 0,0001 0,0007 ns

IL-17A 24,8
(14,5-33,2)

12,7
(6,9-20,8)

21,2
(12,9-23,8) < 0,0001 ns ns

IL-17E/IL-25 982,3 
(644,5-1136,0)

525,0
(400,2-872,5)

702,7
(509,6-1070,0) < 0,0001 ns ns

IL-17F 21,3
(11,3-36,6)

3,9
(0,0-14,1)

9,5
(3,5-30,8) < 0,0001 ns ns

IL-18 138,2 
(92,1-195,9)

33,9
(21,23-52,44)

95,9
(68,3-157,1) < 0,0001 ns < 0,0001

IL-22 77,6
(65,9-88,3)

49,0
(26,4-59,6)

70,4
(50,8-76,2) < 0,0001 ns ns
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Цитокин,  
пг/мл

Cytokine,  
pg/ml

Группы обследованных лиц
Groups of examined individuals р

COVID-19
острая фаза 

COVID-19 acute 
phase

(n = 56)

COVID-19
реконва-
лесценты 
COVID-19 

convalescent
(n = 69)

Здоровые до-
норы (ЗД) 

Healthy donors 
(HD) (n = 10)

COVID-19
острая 
фаза/ 

COVID-19
реконва-
лесценты
COVID-19

acute phase/ 
COVID-19 

convalescent

COVID-19
острая 
фаза/ 

ЗД
COVID-19 

acute 
phase/HD

COVID-19
реконва-

лесценты/
ЗД

COVID-19 
convalescent/ 

HD

IL-27 4408,0
(2655,0-6549,0)

1422,0
(1095,0-1825,0)

2062,0
(1522,0-2495,0) < 0,0001 0,0006 ns

IFNaa2 88,2
(46,7-121,4)

41,2
(23,0-72,0)

72,0
(38,3-86,9) < 0,0001 ns ns

IFNγγ 58,9
(40,2-101,5)

14,6
(7,5-23,8)

26,7
(21,8-36,1) < 0,0001 0,0001 ns

TNFaa 172,3 
(116,4-172,3)

42,5
(26,36-54,30)

58,2
(38,5-79,8) < 0,0001 < 0,0001 ns

TNFββ/
Lympho-
toxin-aa 
(LTA)

24,2
(13,6-30,4)

12,3
(6,8-19,8)

11,7
(4,4-13,6) < 0,0001 < 0,05 ns

CC-хемокины
CC-chemokines

CCL2/MCP-1 723,4 
(500,9-1093,0)

207,3 
(153,0-303,0)

234,7 
(189,5-383,8) < 0,0001 < 0,0001 ns

CCL3/MIP-
1aa

49,5
(29,8-60,4)

21,2
(0,0-38,9)

36,0
(14,6-48,9) < 0,0001 ns ns

CCL4/MIP-
1ββ

26,3
(19,5-32,3)

16,7
(12,6-19,9)

18,7
(15,4-30,7) < 0,0001 ns ns

CCL7/MCP-3 33,1
(0,0-47,7)

0
(0-0)

7,5
(0,0-23,4) < 0,0001 < 0,001 ns

CCL11/Eo-
taxin

143,0 
(109,2-188,6)

91,8
(60,1-124,0)

112,2 
(95,9-197,9) < 0,0001 ns ns

CCL22/MDC 872,7 
(556,7 – 1173,0)

653,5 
(545,4-965,4)

1155,0
(1049,0-1326,0) < 0,05 < 0,05 < 0,0001

CXC-хемокины
CXC-chemokines

CXCL1/
GROaa

84,9
(55,8-144,9)

43,6
(24,4-83,7)

36,8
(17,0264,1) < 0,0001 < 0,001 ns

CXCL8/IL-8 18,7
(15,5-25,0)

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

9,3
(6,5-12,2) < 0,0001 0,0002 ns

CXCL9/MIG 7677,0
(3864,0-15227,0)

1135,0
(842,1-1699,0)

1312,0
(1182,0-2072,0) < 0,0001 < 0,001 ns

CXCL10/
IP-10

 34270,0
(10578,0-308117,0)

229,0
(156,8-354,3)

346,8 
(268,4-439,2) < 0,0001 < 0,001 ns

CX3C-хемокин
CXC3C-Chemokine

CX3CL1/
Fractalkine 

294,3 
(202,3-395,8)

226 
(152,6-286,1)

274,8 
(176,4-360,5) 0,0001 ns ns

Таблица 1 (продолжение)
Table 1 (continued)
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Цитокин,  
пг/мл

Cytokine,  
pg/ml

Группы обследованных лиц
Groups of examined individuals р

COVID-19
острая фаза 

COVID-19 acute 
phase

(n = 56)

COVID-19
реконва-
лесценты 
COVID-19 

convalescent
(n = 69)

Здоровые до-
норы (ЗД) 

Healthy donors 
(HD) (n = 10)

COVID-19
острая 
фаза/ 

COVID-19
реконва-
лесценты
COVID-19

acute phase/ 
COVID-19 

convalescent

COVID-19
острая 
фаза/ 

ЗД
COVID-19 

acute 
phase/HD

COVID-19
реконва-

лесценты/
ЗД

COVID-19 
convalescent/ 

HD

Противовоспалительные цитокины
Anti-inflammatory cytokines

IL-1ra 58,5
(34,0-99,0)

9,5
(6,3-16,2)

13,8
(7,3-21,6) < 0,0001 < 0,0001 ns

IL-10 51,8
(31,2-25,0)

6,4
(4,3-10,6)

10,6
(7,4-15,4) < 0,0001 < 0,0001 ns

Ростовые факторы
Growth factors 

EGF 247,5 
(122,8-388,8)

174,2 
(94,61-293,00)

233,8 
(171,0-403,9) ns ns ns

FGF-2/FGF-
basic

135,1 
(112,1-184,0)

106,8 
(79,0-147,3)

106,8 
(94,6-150,9) 0,0007 ns ns

Flt3 Ligand 29,5 
(22,1-40,9)

13,7 
(9,2-18,6)

29,4
 (17,5-33,9) < 0,0001 ns 0,0007

G-CSF 146,2 
(82,3-187,0)

22,2 
(4,5-56,2)

68,4
(43,2-100,7) < 0,0001 ns ns

M-CSF 633,4 
(409,2-889,0)

111,0
(59,9-178,5)

157,6
(116,2-231,0) < 0,0001 < 0,0001 ns

GM-CSF 65,8
(42,7-81,9)

23,5
(14,7-36,9)

27,9
(20,2-61,1) < 0,0001 0,0077 ns

PDGF-AA 7229,0 
(5458,0-9318,0)

4661,0
(3440,0-5830,0)

6833,0 
(5123,0-8155,0) < 0,0001 ns ns

PDGF-AB/
BB

38323,0
(29253,0-42536,0)

27361,0
(21452,0-34347,0)

37269,0
(29916,0-42128,0) < 0,0001 ns ns

TGF-aa 9,0
(6,3-11,9)

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

5,4
(4,0-8,9) < 0,0001 ns < 0,05

VEGF-A 313,8 
(184,0-620,4)

106,6 
(69,3-162,1)

128,9 
(114,8-192,3) < 0,0001 < 0,05 ns

шенный в 4 раза (р < 0,0001), GM-CSF в 2,3 раза 
(р = 0,0077), VEGF-A в 2,4 раза (р < 0,05). 

Корреляционной связи между концентрация-
ми цитокинов в плазме крови больных COVID-19, 
находящихся в острой фазе заболевания, и тяже-
стью течения заболевания, не выявлено.

Уровни цитокинов у переболевших COVID-19 
Из 46 исследованных цитокинов, в плазме 

крови реконвалесцентов обнаружен достоверно 
сниженный уровень 8 цитокинов по сравнению 
со значениями контрольной группы (рис. 1). 
Среди них провоспалительные цитокины: IL-1a, 
сниженный в 2,4 раза (р = 0,0063), IL-2 снижен 

в 3,9 раза (р < 0,0001), IL-9 в 2 раза (р = 0,0079), 
IL- 12 p40 – в 1,8 раза (р < 0,0001) и IL-18 в 2,8 раза 
(р < 0,0001); СС-хемокин: CCL22/MDC, снижен-
ный в 1,8 раза (р < 0,0001); а также факторы ро-
ста: Flt3 Ligand, сниженный в 2,1 раза (р = 0,0007) 
и TGF-a в 2,1 раза (р < 0,05). 

В зависимости от тяжести заболевания в груп-
пе реконвалесцентов по сравнению с больными 
COVID-19, у которых заболевание протекало со 
средней и тяжелой / крайне тяжелой формами 
течения, характерно достоверно сниженное со-
держание интерлейкинов и некоторых провос-
палительных цитокинов: IL-1a, IL- 1β, IL-2, IL- 3, 

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)
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Рисунок 1. Межгрупповые различия уровня цитокинов в плазме крови реконвалесцентов, находящихся в фазе 
полного выздоровления (n = 69), больных COVID-19, находящихся в острой фазе заболевания (n = 56), и здоровых 
доноров (ЗД, n = 10)
Примечание. Данные были проанализированы с применением критерия Краскела–Уоллиса. Результаты представлены в виде 
медианы, межквартильного размаха, минимального и максимального значения.
Figure 1. Differences in the cytokines plasma level in COVID-19 convalescents (n = 69), COVID-19 in the acute phase (n = 56) and 
healthy donors (HD, n = 10)
Note. Data were analyzed using the Kruskal–Wallis test. Results are presented as median, interquartile range, minimum and maximum values.
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ТАБЛИЦА 2. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ COVID-19, НАХОДЯЩИХСЯ 
В ОСТРОЙ ФАЗЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ, И РЕКОНВАЛЕСЦЕНТОВ, НАХОДЯЩИХСЯ В ФАЗЕ ПОЛНОГО ВЫЗДОРОВЛЕНИЯ, 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ ТЕЧЕНИЯ ЗАБОЛЕВАНИЯ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. PLASMA CYTOKINE CONTENT IN PATIENTS WITH COVID-19 IN ACUTE PHASE AND CONVALESCENTS PHASE 
IN DEPEND ON DISEASE SEVERITY, Me (Q0.25-Q0.75)

Цитокин,  
пг/мл

Cytokine,  
pg/ml

Средняя тяжесть течения заболевания
Moderate disease severity

Тяжелая и крайне тяжелая форма течения 
заболевания

Severe and extremely severe disease severity

COVID-19
острая фаза 

COVID-19 
acute phase

(n = 28)

COVID-19
реконвалес-

центы
COVID-19 

convalescent 
(n = 32)

р

COVID-19
острая фаза 

COVID-19 
acute phase 

(n = 27)

COVID-19
реконвалесцен-

ты 
COVID-19 

convalescent 
(n = 7)

р

Интерлейкины и некоторые провоспалительные цитокины
Interleukins and some proinflammatory cytokines

IL-1aa 29,63
(21,86-39,23)

9,94
(6,605-15,070) < 0,0001 22,47

(17,57-45,78)
7,29

(2,34-12,53) < 0,001

IL-1ββ  25,79
(16,43-30,85)

11,15
(5,985-14,190) < 0,0001 18,63

 (14,19-30,51)
8,01 

(3,00-11,15) 0,0003

IL-2 3,92
(2,095-5,120)

1,01 
(0,32-1,93) < 0,0001 3,07 

(2,38-4,21)
0,495

(0,26-1,01) 0,0003

IL-3 7,08
(3,495-10,520)

2,45
(1,28-4,02) < 0,0001 4,02

(2,365-7,680)
1,94

 (0,95-2,97) 0,0004

IL-4 4,98
(3,04-7,15)

1,99 
(1,18-2,78) < 0,0001 6,0

(3,82-7,40)
1,18

(1,18-2,25) 0,0003

IL-5 11,13
(7,733-14,450)

5,53
(2,78-7,15) < 0,0001 9,48

(5,30-13,73)
3,69

(3,23-6,92) 0,0086

IL-6 43,18
(14,14-69,05)

1,07 
(0,71-1,44) < 0,0001 42,15

(23,19-85,57)
1,07 

(0,83-2,20) < 0,0001

IL-7 24,23
(18,39-30,91)

9,64
(6,755-13,500) < 0,0001 32,53

(22,75-58,94)
10,99

(4,18-13,67) 0,0087

IL-9 36,71 
(29,98-42,80)

15,01 
(9,80-27,54) < 0,0001 36,71 

(22,24-42,14)
12,41 

(6,51-19,84) 0,0013

IL-12 p40 149,6
(127,3-198,5)

63,91
(44,17-79,09) < 0,0001 156,1 

(100,7-233,8)
58,33 

(35,50-69,46) 0,0007

IL-12 p70 12,04 
(6,568-18,220)

4,61
(2,02-7,22) 0,0001 7,22 

(6,35-11,60)
2,88 

(1,17-8,97) 0,0238

IL-13 54,44 
(29,34-63,44)

27,25 
(5,22-32,73) 0,0001 40,65 

(24,43-63,73)
18,55

(0,80-32,75) 0,0276

IL-15 39,93
(32,91-46,83)

11,54
(7,20-17,36) < 0,0001 39,43 

(31,8-46,5)
9,61 

(5,76-16,39) < 0,0001

IL-17A 27,55
(15,77-35,07)

10,84 
(6,95-18,75) < 0,0001 21,22 

(14,46-29,08)
6,95

(4,83-12,68) 0,0031

IL-17E/IL-25 982,3 
(644,5-1136,0)

525,0
(400,2-816,6) 0,0002 844,6 

(622,4-1077,0)
400,2

(335,2-525,0) 0,0008

IL-17F 24,04 
(16,58-40,19)

3,95
(0,00-9,52) < 0,0001 14,09

(9,52-31,23)
3,95

(2,04-20,43) ns

IL-18 124,6 
(85,17-172,60)

35,91
(23,18-52,44) < 0,0001 191,3

(106,0-276,2)
57,81

(29,69-100,90) 0,0023

IL-22 81,08 
(65,96-89,88)

49,03 
(5,90-59,58) < 0,0001 76,25 

(65,96-87,67)
38,86 

(28,90-73,38) 0,0256
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Цитокин,  
пг/мл

Cytokine,  
pg/ml

Средняя тяжесть течения заболевания
Moderate disease severity

Тяжелая и крайне тяжелая форма течения 
заболевания

Severe and extremely severe disease severity

COVID-19
острая фаза 

COVID-19 
acute phase

(n = 28)

COVID-19
реконвалес-

центы
COVID-19 

convalescent 
(n = 32)

р

COVID-19
острая фаза 

COVID-19 
acute phase 

(n = 27)

COVID-19
реконвалесцен-

ты 
COVID-19 

convalescent 
(n = 7)

р

IL-27 4446 
(2673-7405)

1422 
(1142-1803) < 0,0001 4536

(1990-6915)
1401

(1081-1682) 0,015

IFNaa2 103,6 
(54,64-129,50)

41,23 
(23,00-59,79) < 0,0001 69,65

(46,75-102,50)
29,44

(15,97-46,75) 0,0045

IFNγγ 61,93 
(44,58-107,40)

14,57 
(7,46-22,80) < 0,0001 58,31

(35,70-94,93)
14,57

(7,46-26,66) 0,0007

TNFaa 174,7 
(127,3-216,9)

42,51
(23,6-50,4) < 0,0001 192,3

(149,7-259,1)
39,86

(18,00-60,76) 0,0002

TNFββ/
Lympho toxin-
aa(LTA)

24,19 
(13,08-27,70)

12,27 
(3,83-19,85) 0,0199 17,15

(14,71-34,60)
6,83

(4,65-16,60) ns

CC-хемокины
CC-chemokines

CCL2/MCP-1 618,9
(489,2-1010,0)

207,3 
(172,6-284,8) < 0,0001 866,5 

(657-1261)
256,3 

(237,4-373,9) 0,0002

CCL3/MIP-1aa 57,99
(42,51-60,79)

29,82 
(0,00-36,15) < 0,0001 43,72

(29,82-55,48)
14,61 

(14,61-36,15) 0,033

CCL4/MIP-1ββ 26,28 
(19,13-32,08)

16,42 
(13,23-21,05) 0,0001 26,98 

(21,14-33,97)
19,55 

(12,31-23,71) 0,0219

CCL7/MCP-3 33,12 
(17,84-41,51)

0
(0-0) < 0,0001 47,7 

(31,82-64,79) 0 (0-0) 0,0003

CCL11/ 
Eotaxin

148,0 
(108,7-188,8)

91,84 
(57,25-163,40) 0,0021 144,2 

(115,2-194,9)
84,56 

(68,97-112,90) 0,01

CCL22/MDC 1118,0
(613,9-1279,0)

731,1 
(575,8-999,6) ns 856,0 

(555,1-1040,0)
701,0 

(552,1-810,9) ns

CXC-хемокины
CXC-chemokines

CXCL1/GROaa 69,59
(51,88-122,10)

43,58 
(28,47-92,89) 0,0262 127,4 

(72,3-206,4)
25,28 

(13,94-92,75) 0,002

CXCL8/IL-8 18,75 
(16,30-24,56)

5,73 
(3,755-7,755) < 0,0001 21,16 

(11,48-27,61)
3,54 

(2,26-7,07) 0,0002

CXCL9/MIG 7296
 (3802-15060)

980,8 
(773,8-1377,0) < 0,0001 9158 

(5904-16863)
1443 

(842,1-1942,0) 0,0012

CX3C-хемокин
CXC3C-chemokine

CX3CL1/ 
Fractalkine 

368
(259,3-415,8)

184,3 
(148,3-263,2) < 0,0001 251,2 

(193,4-356,0)
184,3

 (135,0-297,1) ns

Противовоспалительные цитокины
Anti-inflammatory cytokines

IL-1ra 71,71 
(35,38-101,00)

8,44 
(5,30-19,66) < 0,0001 59,16 

(36,74-109,80)
7,35

(4,06-18,60) < 0,0001

IL-10 49,17 
(30,23-73,04)

5,69 
(3,64-10,61) < 0,0001 70,02 

(34,55-94,42)
5,0 

(2,96-9,90) 0,0006

Таблица 2 (продолжение)
Table 2 (continued)
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Цитокин,  
пг/мл

Cytokine,  
pg/ml

Средняя тяжесть течения заболевания
Moderate disease severity

Тяжелая и крайне тяжелая форма течения 
заболевания

Severe and extremely severe disease severity

COVID-19
острая фаза 

COVID-19 
acute phase

(n = 28)

COVID-19
реконвалес-

центы
COVID-19 

convalescent 
(n = 32)

р

COVID-19
острая фаза 

COVID-19 
acute phase 

(n = 27)

COVID-19
реконвалесцен-

ты 
COVID-19 

convalescent 
(n = 7)

р

Ростовые факторы
Growth factors

EGF 223,6
(93,0-339,4)

190,0 
(92,09-359,10) ns 481,7 

(211,0-846,6)
116,3 

(63,35-131,80) 0,0014

FGF-2/ 
FGF-basic

127,6
(105,5-152,7)

106,8 
(79,0-147,3) ns 142,4

(117,3-232,0)
106,8 

(67,01-122,50) 0,0192

Flt3 Ligand 28,86
(21,88-35,48)

14,74
(9,915-18,250) < 0,0001 31,73

(24,49-48,21)
11,54

(4,92-25,13) 0,0046

G-CSF 160,3 
(110,3-186,1)

25,72 
(12,56-35,84) < 0,0001 131,8

(80,38-181,50)
12,11 

(4,52-63,04) 0,0006

M-CSF 633,4
(411,9-868,4)

183,8
(59,91-121,30) < 0,0001 677,0 

(449,5-931,6)
59,91 

(49,83-299,80) 0,0037

GM-CSF 71,08 
(51,86-84,63)

25,72
(12,56-35,84) < 0,0001 61,72 

(41,52-73,42)
14,72 

(10,42-34,70) 0,0007

PDGF-AA 6239 
(5308-8896)

5458
(3792-7042) 0,021 8269 

(5677-10505)
4134 

(3332-5418) 0,0049

PDGF-AB/BB 39246 
(29945-42442)

29990
(23799-35824) 0,0046 39385 

(33552-45254)
27301 

(22652-34353) 0,0037

TGF-aa 10,2 
(6,195-12,000)

2,53 
(1,315-3,560) < 0,0001 7,81 

(6,28-12,26)
1,84 

(1,14-3,90) < 0,0001

VEGF-A 293,8 
(171,3-500,1)

106,6 
(67,09-176,80) < 0,0001 481,7

(211,0-846,6)
116,3 

(63,35-131,80) 0,0014

IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12 (p40), IL- 12 
(p70), IL- 13, IL-15, IL-17A/CTLA8, IL-17-E/
IL- 25, IL- 18, IL-22, IL-27, IFNa2, IFNγ, TNFa; 
хемокинов (CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a, CCL4/
MIP-1β, CCL7/MCP-3, CCL11/Eotaxin, CXCL1/
GROa, CXCL8/IL-8, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-
10, противовоспалительных цитокинов: IL- 1ra, 
IL-10 и ростовых факторов: Flt3 Ligand, G-CSF, 
M-CSF, GM-CSF, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, 
TGF-a, VEGF-A (табл. 2). Кроме того, при 
средней тяжести течения заболевания в плазме 
крови реконвалесцентов обнаружены снижен-
ные уровни IL-17F в 6 раз (р < 0,0001) и TNFβ/
Lymphotoxin-a (LTA) в 2 раза (р = 0,0199), а при 
тяжелой и крайне тяжелой формах течения сни-
женные уровни ростовых факторов EGF в 4 раза 
(р = 0,0014) и FGF-2/FGF-basic (р = 0,0192). 
Концентрации цитокинов в плазме крови рекон-
валесцентов, для которых было показано наи-
большее снижение значений: IL-6, сниженный в 
40 раз (р < 0,0001), CCL7/MCP-3 в плазме крови 
реконвалесцентов не выявлен, CXCL9/MIG сни-

женный более чем в 6 раз (р < 0,0001; р = 0,0012) 
и CXCL10/IP-10, сниженный в группе со средней 
тяжестью в 225 раз (р < 0,0001), в тяжелой и край-
не тяжелой формой течения в 138 раз (р = 0,0007).

Достоверных различий в концентрациях цито-
кинов плазмы крови реконвалесцентов в группах 
со средней и тяжелой / крайне тяжелой формами 
заболевания не выявлено. Значимой корреляци-
онной связи между концентрациями цитокинов 
в плазме переболевших COVID-19, находящихся 
в фазе полного выздоровления, и тяжестью тече-
ния заболевания не обнаружено.

Достоверных различий в содержании цитоки-
нов в группе реконвалесцентов, у которых в кро-
ви присутствуют суммарные антитела IgG против 
вируса SARS-Cov2, и серонегативными пациен-
тами не выявлено. 

Значимой корреляционной связи между уров-
нями цитокинов в плазме крови реконвалесцен-
тов и количеством лейкоцитов и лимфоцитов в 
периферической крови не обнаружено.

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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Обсуждение
Результаты нашего исследования свидетель-

ствуют об увеличении уровня ряда цитокинов, сре-
ди которых провоспалительные цитокины IL- 6, 
TNFa и TNFβ; противовоспалительный цитокин 
IL-1ra; цитокины Т-хелперов 1-го типа (Th1): 
IL-15 и IFNγ; цитокины Т-хелперов 2-го типа 
(Th2): IL-10, IL-27; фактор роста эндотелия сосу-
дов – VEGF-A; факторы роста гемопоэтических 
клеток: IL-7, M-CSF и GM-CSF; CC-хемокины: 
CCL2/MCP-1 и CCL7/MCP-3; СХС-хемокины: 
CXCL1/GROa, CXCL8/IL-8, IFNγ-зависимые хе-
мокины: CXCL9/MIG и CXCL10/IP-10 в плазме 
крови больных COVID-19, находящихся в острой 
фазе заболевания, что подтверждает результаты, 
которые ранее были получены другими исследо-
вателями [7, 11, 12]. Нами показаны повышен-
ные уровни IFNγ и IFNγ-зависимых хемокинов 
CXCL9/MIG и CXCL10/IP-10, выявлена прямая 
корреляционная зависимость между содержани-
ем IFNγ и концентрацией CXCL9/MIG (r = 0,35; 
p = 0,013) и CXCL10/IP-10 (r = 0,67; p < 0,0001), 
что подтверждают данные литературы [13]. Одна-
ко обнаруженные в работе Laing A.G. и соавторов 
различия в концентрации CXCL10/IP-10 в зави-
симости от тяжести течения заболевания в нашем 
исследовании не подтвердились. 

У троих больных COVID-19, находящихся в 
острой фазе заболевания, болезнь закончилась 
летальным исходом, при этом у одного пациента 
наблюдалось течение заболевания средней тяже-
сти, а у двоих тяжелое. Мы сравнили концентра-
ции исследованных цитокинов в плазме крови 
больных COVID-19 с летальным исходом заболе-
вания со значениями в группе больных COVID-19 
со средней и тяжелой формами течения заболе-
вания, которые позднее выздоровели. У всех трех 
пациентов было повышенное содержание цито-
кинов IL-10, IL-18, TNFa и хемокинов CXCL9/
MIG и CXCL10/IP-10. Таким образом, обнару-
женные нами изменения концентрации цитоки-
нов свидетельствуют о том, что уровни цитоки-
нов потенциально могут служить предикторами 
исхода заболевания, однако требуются дальней-
шие исследования с большей выборкой.

В нашем исследовании была выявлена до-
стоверная положительная корреляционная связь 
между уровнями цитокинов GM-CSF, CXCL1/
GROa, CCL4/MIP-1β и уровнем вирус-нейтра-
лизующих антител против SARS-CoV-2 у паци-
ентов с COVID-19 в острой фазе. В работе Wang 
K. и соавторов была проанализирована 48-плекс-
ная панель для определения цитокинов Bio-Plex 
Human Cytokine Screening Panel производства 
Bio-Rad и выявлены положительные корреляции 
между уровнем вирус-нейтрализующих антител 
против SARS-CoV-2 у пациентов с COVID-19 в 

острой фазе и концентрациями цитокинов SCF, 
TRAIL, M-CSF [27].

В то же время существуют скудные дан-
ные о выздоровевших пациентах, перенесших 
COVID-19, и содержании цитокинов в их плаз-
ме. В результате нашего исследования было по-
казано, что в плазме крови реконвалесцентов 
выявлены достоверно сниженные концентра-
ции практически всех исследованных нами ци-
токинов, по сравнению с больными COVID-19, 
находящихся в острой фазе заболевания: ин-
терлейкинов и некоторых провоспалительных 
цитокинов (IL- 1a, IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, 
IL-6, IL-7, IL-9, IL- 12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, 
IL-15, IL- 17A/CTLA8, IL-17-E/IL-25, IL-17F, 
IL-18, IL-22, IL- 27, IFNa2, IFNγ, TNFa, TNFβ/
Lymphotoxin-a  (LTA)); противовоспалительных 
цитокинов (IL-1ra, IL-10); ростовых факторов 
(FGF-2/FGF-basic, Flt3 Ligand, G-CSF, M-CSF, 
GM-CSF, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, TGF-a, 
VEGF-A);  хемокинов (CCL2/MCP-1, CCL3/
MIP-1a, CCL4/MIP-1β, CCL7/MCP-3, CCL11/
Eotaxin, CCL22/MDC, CXCL1/GROa, CXCL8/
IL-8, CXCL9/MIG, CXCL10/IP- 10, CX3CL1/
Fractalkine). В работе Hasichaolu и соавторов 
было проведено исследование цитокинов в плаз-
ме крови реконвалесцентов через две недели 
после выздоровления [10]. Исследователи обна-
ружили повышенные уровни следующих цито-
кинов: IL- 2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNFa, IFNγ 
в плазме крови реконвалесцентов по сравнению 
со здоровыми донорами. Эти данные частично 
совпадают с нашими результатами, полученны-
ми у больных COVID-19, находящихся в острой 
фазе заболевания, у которых обнаружены повы-
шенные уровни IL-6, IL-10, TNFa и IFNγ. С дру-
гой стороны, нами получены противоположные 
результаты о концентрации этих цитокинов в 
плазме крови реконвалесцентов, исследование 
которых проводилось на 30-100-й день после 
выздоровления. Таким образом, через две неде-
ли после выздоровления уровни цитокинов еще 
повышены, а спустя 30-100 дней зафиксированы 
достоверно сниженные концентрации цитоки-
нов. 

Результаты нашего исследования свидетель-
ствуют о сниженном уровне некоторых цитоки-
нов в плазме крови реконвалесцентов по срав-
нению со здоровыми лицами. Так, сниженный 
уровень провоспалительных цитокинов IL-1a и 
IL-18 скорее всего свидетельствует об истощении 
ресурсов клеток, продуцирующих эти цитокины. 
Биологическое значение этого явления требует 
дальнейшего изучения. 

Стоит отметить, что в плазме крови реконва-
лесцентов достоверно снижены концентрации 
цитокинов, ответственных за гемопоэз, в частно-
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сти лимфопоэз и Т-клеточную дифференцировку 
по сравнению со здоровыми лицами.

Например, в крови реконвалесцентов показа-
но достоверное снижение концентрации IL-18. 
Этот цитокин регулирует дифференцировку как 
Th1, так и Th2 [16]. IL-18, действуя совместно с 
IL-12, концентрация которого в плазме крови 
реконвалесцентов также снижена, стимулирует 
наивные Т-, CD8+ и NK-клетки к пролиферации 
и синтезу IFNγ [21]. Кроме того, IL-18 способ-
ствует дифференцировке Th1 и увеличению цито-
токсичности NK-клеток, индуцируя экспрессию 
Fas-лиганда и способствуя уничтожению инфи-
цированных клеток путем Fas-опосредованного 
апоптоза [22]. IL-18 совместно с IL-2 (концен-
трация которого также снижена в плазме кро-
ви реконвалесцентов) и без участия IL-12 мо-
жет индуцировать продукцию Th2-цитокинов, 
а также NK-клеток и естественных киллерных 
Т-клеток [24]. Таким образом, IL-18 является 
уникальным цитокином, способным стимулиро-
вать различные субпопуляции Т- и NK-клеток. 

Ключевая функция IL-12 заключается в 
регуляции дифференцировки Th1- и Th17-
лимфоцитов [17]. IL-12 также индуцирует про-
дукцию IFNγ Т-лимфоцитами и NK-клетками по 
механизму положительной обратной связи [24].

В плазме крови реконвалесцентов установ-
лен сниженный уровень IL-2, который является 
одним из основных факторов роста Т-клеток, 
необходимый для пролиферации Т-клеток и ге-
нерации эффекторных клеток и клеток памяти. 
Важнейшей функцией IL-2 является контроль 
иммунных реакций и поддержание собственной 
толерантности, а его отсутствие приводит к де-
фектному контролю эффекторных клеток и раз-
витию аутоиммунных заболеваний [4]. Помимо 
Т-лимфоцитов, IL-2 способствует пролиферации 
В-лимфоцитов и NK-клеток [23]. Следовательно, 
IL-2 участвует в профилактике аутоиммунных за-
болеваний и необходим для контроля иммунных 
реакций и поддержания самотолерантности [29]. 
Также в плазме крови реконвалесцентов обна-
ружена сниженная концентрация IL-9, ответ-
ственного за лимофопоэз, одного из важнейших 
факторов роста Т-лимфоцитов. Таким образом, 
у лиц, перенесших COVID-19, через 30-100 дней 
после выздоровления наблюдается сниженный 
уровень цитокинов в циркуляции, ответствен-
ных за дифференцировку Т-лимфоцитов и NK-
клеток.

К тому же в нашем исследовании установлен 
сниженный уровень Flt3 Ligand (Fms-like tyrosine 
kinase 3 ligand) у реконвалесцентов. Этот цито-
кин является одним из ключевых факторов ге-
мопоэза, а также основным фактором роста для 
дендритных клеток [19]. Flt3 Ligand служит инди-
катором клеточности костного мозга. Показано, 

что он имеет реципрокную связь с количеством 
лейкоцитов при апластической анемии и хими-
отерапевтически индуцированной нейтропе-
нии [9]. В нашем исследовании корреляционной 
связи между уровнем FLT-3L и содержанием лей-
коцитов и лимфоцитов в крови реконвалесцен-
тов не обнаружено. 

Снижение концентрации TGF-a в плазме 
крови реконвалесцентов также свидетельствует 
о нарушении процессов клеточной дифференци-
ровки. TGF-a – член семейства эпидермальных 
факторов роста (EGF), он является митогенным 
полипептидом. Белок TGF-a при связывании с 
рецептором EGFR может инициировать множе-
ственные события клеточной пролиферации [15]. 
TGF-a участвует в процессах репарации, анги-
огенеза и эмбриогенеза. Было также показано, 
что TGF-a стимулирует пролиферацию нервных 
клеток в поврежденном мозге взрослого челове-
ка [7]. 

Нами установлено снижение концентрации 
хемокина CCL22/MDC в плазме крови перебо-
левших COVID-19 в фазе полного выздоровле-
ния по сравнению со здоровыми лицами. CCL22/
MDC – макрофагальный хемокин конститу-
тивно экспрессируется макрофагами, зрелыми 
дендритными клетками и В-клетками, а повы-
шенная экспрессия CCL22/MDC была отмечена 
Т-лимфоцитами, которые одновременно проду-
цируют Th2-цитокины IL-4, IL-5 и IL-6, а также 
в моноцитах, стимулированных Th2-цитокинами 
IL-4 и IL-13 [5]. Кроме того, эпителиальные клет-
ки кишечника человека продуцируют CCL22/
MDC, который может подавлять воспаление 
слизистой оболочки. Таким образом, снижение 
этого конститутивного хемокина может свиде-
тельствовать о нарушении работы кишечника у 
выздоровевших.

Заключение
Иммунологическая реакция, вызванная за-

ражением SARS-CoV-2, вовлекает многочислен-
ные цитокины, преимущественно провоспали-
тельного характера. В настоящем исследовании 
впервые показано, что фаза реконвалесценции 
характеризуется значительно сниженным уров-
нем цитокинов, регулирующих клеточную диф-
ференцировку, гемопоэз, в особенности лим-
фоцитарное звено (Т-лимфоциты, NK-клетки). 
В острую фазу заболевания уровень этих цитоки-
нов не меняется. Значительное снижение в фазу 
реконвалесценции по сравнению с острой фазой 
выявлено для подавляющего большинства ци-
токинов в плазме крови. Наоборот, острая фаза 
заболевания сопровождается значительно по-
вышенным уровнем цитокинов в плазме крови 
(провоспалительных и противовоспалительных).
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ЭКСПАНСИЯ МИЕЛОИДНЫХ СУПРЕССОРНЫХ 
КЛЕТОК В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ 
С АНКИЛОЗИРУЮЩИМ СПОНДИЛИТОМ
Моренкова А.Ю., Тихонова М.А., Тыринова Т.В., Баторов Е.В., 
Сизиков А.Э., Чумасова О.А., Сулутьян А.Э., Останин А.А., 
Черных Е.Р.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия 

Резюме. Экспансия миелоидных супрессорных клеток (МС) вследствие нарушения дифференци-
ровки миелоидных предшественников в условиях воспаления описана при ряде аутоиммунных забо-
леваний, включая ревматоидный артрит, системную красную волчанку и сахарный диабет 1-го типа. 
Учитывая, что при анкилозирующем спондилите (АС) повышенная концентрация провоспалительных 
медиаторов может также вызывать нарушения миелопоэза, изучение роли МС при данной патологии 
представляется актуальной задачей. Целью настоящей работы явилось исследование количественно-
го содержания субпопуляций МС у больных с различными клиническими фенотипами и активно-
стью АС. В исследование были рекрутированы 37 пациентов, включая 10 больных, не имеющих пора-
жения периферического скелета (центральная форма) и 27 пациентов с одновременным поражением 
позвоночника и периферических суставов (периферическая форма). Контрольную группу составили 
32 сопоставимых по полу и возрасту донора. Оценку гранулоцитарных (Lin-HLA-DR-CD33+CD66b+; 
Г-МС), моноцитарных (CD14+HLA-DRlow/-; М-МС) и МС ранних стадий дифференцировки  
(Lin-HLA-DR-CD33+CD66b-; Р-МС) проводили методом проточной цитометрии с использованием 
соответствующих антител (BD Biosciences, США) в популяции мононуклеарных клеток перифериче-
ской крови методом проточной цитофлюориметрии. В целом по группе: пациенты с АС характери-
зовались повышенным относительным и абсолютным количеством М-МС (р = 0,00002 и р = 0,00003 
соответственно) и Г-МС (р = 0,0002 и р = 0,0006 соответственно). Пол пациентов, возраст и экс-
прессия HLA-B27 не оказывали значимого влияния на содержание этих клеток в периферической 
крови. Увеличение медианных значений М-МС выявлялось как у пациентов с центральной (Ме 5,0 
(3,2-6,3) против 2,4 (1,7-3,5) %; р = 0,001), так и периферической формой (Ме 5,0 (3,0-7,0) против 
2,4 (1,7- 3,5) %; р = 0,0002) АС. В то же время экспансия Г-МС наблюдалась только у пациентов с 
вовлечением периферических суставов (Ме 0,16 (0,07-0,3) % против 0,05 (0,04-0,09) %; р = 0,0001). 
Относительное содержанием Р-МС, М-МС и Г-МС при центральной форме АС находилось в пря-
мой корреляционной зависимости с активностью заболевания (R = 0,58, р = 0,02; R = 0,73 р = 0,08 
и R = 0,65 р = 0,04 соответственно). При периферической форме АС такой взаимосвязи не просле-
живалось. Полученные данные свидетельствуют о причастности МС к патогенезу и фенотипической 
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разнородности АС. При этом обнаруженная прямая корреляционная связь между содержанием МС и 
активностью заболевания позволяет предполагать снижение супрессорной активности и/или появление 
провоспалительной активности у МС, что требует дальнейших исследований.

Ключевые слова: миелоидные супрессорные клетки ранних стадий дифференцировки, моноцитарные миелоидные 
супрессорные клетки, гранулоцитарные миелоидные супрессорные клетки, воспаление, аутоиммунные заболевания, 
анкилозирующий спондилит

EXPANSION OF MYELOID-DERIVED SUPPRESSOR CELLS IN 
THE PERIPHERAL BLOOD OF PATIENTS WITH ANKYLOSING 
SPONDYLITIS
Morenkova A.Yu., Tikhonova M.A., Tyrinova T.V., Batorov E.V., 
Sizikov A.E., Chumasova O.A., Sulutyan A.E., Ostanin A.A., 
Chernykch E.R.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Expansion of myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) due to impaired differentiation of 
myeloid progenitor cells under conditions of inflammation was described in a number of autoimmune diseases, 
including rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus, and type 1 diabetes mellitus. Studying the 
role of MDSCs in ankylosing spondylitis is an important issue, given that increased concentration of pro-
inflammatory mediators in this pathology can also cause myelopoiesis disorders. The aim of present work 
was to study the quantitative content of MDSC subpopulations in patients with different clinical phenotypes 
and activity of AS. 37 patients, including 10 patients without peripheral skeletal lesions (axial form) and 27 
patients with simultaneous lesions of spine and peripheral joints (peripheral form) were recruited into the 
study. The control group consisted of 32 age/sex-related healthy donors. Evaluation of granulocytic (Lin-

HLA-DR-CD33+CD66b+; G-MDSC), monocytic (CD14+HLA-DRlow/-; M-MDSC) and early-stage MDSCs 
(Lin-HLA-DR-CD33+CD66b-; E-MDSC) was performed using corresponding antibodies (BD Biosciences, 
USA) in the population of peripheral blood mononuclear cells by flow cytometry. In general, the AS patients 
were characterized by an increased relative and absolute amount of M-MDSC (p = 0.00002 and p = 0.00003, 
respectively) and G-MDSC (p = 0.0002 and p = 0.0006, respectively). Patient gender, age, and HLA-B27 
expression did not significantly affect the content of these cells in peripheral blood. An increase in the median 
values   of M-MDSC was detected both in patients with axial (Ме 5.0 (3.2-6.3) versus 2.4 (1.7-3.5) %; p = 0.001) 
and peripheral form (Ме 5.0 (3.0-7.0) versus 2.4 (1.7-3.5) %; p = 0.0002) AS. At the same time, the G-MDSC 
expansion was observed only in patients with involvement of peripheral joints (Ме 0.16 (0.07-0.3) % versus 
0.05 (0.04-0.09) %; p = 0.0001). The relative contents of E-MDSC, M-MDSC and G-MDSC in the axial 
form of AS was in direct correlation with the activity of the disease (R = 0.58, p = 0.02; R = 0.73, p = 0.08 
and R = 0.65 p = 0.04, respectively). This relationship was not observed in peripheral form of AS. The data 
obtained suggest a potential involvement of MDSCs in pathogenesis and phenotypic heterogeneity of AS. 
Simultaneously, the revealed direct correlation between the MDSC contents and the disease activity suggests 
a decrease in suppressive activity and/or appearance of pro-inflammatory activity in MDSC, thus requiring 
further research in the field.

Keywords: early-stage myeloid-derived suppressor cells, monocytic myeloid-derived suppressor cells, granulocytic myeloid-derived 
suppressor cells, inflammation, autoimmune diseases, ankylosing spondylitis

Введение
Миелоидные супрессорные клетки (МС) 

представляют гетерогенную популяцию незре-

лых клеток миелоидного происхождения, спо-

собных подавлять реакции врожденного и при-

обретенного иммунитета [9]. По мнению ряда 
исследователей, МС генерируются в костном 
мозге из незрелых миелоидных клеток, которые 
при физиологических условиях быстро диффе-
ренцируются в зрелые гранулоциты, макрофаги 
или дендритные клетки, тогда как при патоло-
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гии блокирование дифференцировки миелоид-
ных предшественников приводит к накоплению 
МС [3]. У человека популяция МС включает 
гранулоцитарные (полиморфноядерные), моно-
цитарные и ранние МС (Г-МС, М-МС и Р-МС 
соответственно), которые различаются по мор-
фологическим признакам, экспрессии мембран-
ных маркеров и механизмам супрессорной ак-
тивности [9]. Так, для М-МС более характерна 
продукция активных форм азота, нарушающих 
активацию IL-2-R-опосредованных сигнальных 
путей, и иммуносупрессорного цитокина TGF-β. 
В свою очередь, Г-МС высоко экспрессиру-
ют аргиназу-1, снижающую в микроокружении 
концентрацию аргинина и L-цистеина, необхо-
димых для функционирования Т-лимфоцитов, 
и являются активными продуцентами активных 
форм кислорода, ингибирующих синтез ζ-цепи 
Т-клеточного рецептора.

Впервые возрастание субпопуляций МС было 
зарегистрировано при опухолевом росте. Иссле-
дования в этом направлении выявили важную 
роль МС в развитии иммуносупрессии и опухо-
левой прогрессии [8]. Позже экспансия МС была 
выявлена и при других заболеваниях неопухоле-
вой природы, сопровождающихся воспалением, 
в частности при аутоиммунной патологии. Так, 
возрастание численности МС было продемон-
стрировано в моделях коллаген-индуцирован-
ного артрита у мышей [15], а также при ревмато-
идном артрите [5], системной красной волчанке 
[13], сахарном диабете 1-го типа у человека [12]. 
Характерно, что данные о функциональной ак-
тивности МС при указанных патологиях оказа-
лись весьма неоднозначны, включая сообщения 
о сохранной супрессорной активности МС [5], 
снижении этой функции [12] или ее полном от-
сутствии [15]. Более того, согласно ряду исследо-
ваний МС обладали провоспалительной актив-
ностью, и их количество прямо коррелировало с 
активностью аутоиммунного процесса [12].

Анкилозирующий спондилит (АС) среди ауто-
иммунных заболеваний занимает особое место в 
связи с выраженным аутовоспалительным ком-
понентом. Это хроническое иммуноопосредо-
ванное заболевание, поражающее осевой скелет 
(и реже суставы), патогенез которого тесно связан 
с активацией оси IL-23/IL-17 [11]. Исследования 
в экспериментальных моделях ревматоидного 
артрита у мышей выявили способность МС ин-
дуцировать поляризацию Th17 и при адоптивном 
переносе усиливать прогрессию заболевания [15]. 
Кроме того, пул МС может являться источником 
макрофагов и дендритных клеток [10], которые 
через продукцию IL-23 способны активировать 
Тh17 лимфоциты. Тем не менее содержание раз-

личных субпопуляций МС и их патогенетическая 
значимость при АС, остаются практически неис-
следованными. 

Учитывая вышесказанное, целью настоящей 
работы явилось исследование количественного 
содержания субпопуляций МС у больных с раз-
личными клиническими вариантами и активно-
стью АС. 

Материалы и методы
В исследование были включены 37 пациен-

тов с АС (23 мужчины и 14 женщин в возрасте от 
19 до 59 лет) и 32 сопоставимых по полу и воз-
расту здоровых донора (21 мужчина и 11 женщин 
в возрасте от 21 до 64 лет). Диагностика АС про-
водилась в соответствии с модифицированными 
Нью-Йоркскими критериями 1984 года.

Мононуклеарные клетки (МНК) из перифери-
ческой крови выделяли стандартно методом цен-
трифугирования цельной гепаринизированной 
венозной крови в градиенте плотности фиколла-
верографина (р = 1,078). Лизис эритроцитов по 
необходимости проводили раствором BD Pharm 
LyseTM в соответствии с инструкцией произво-
дителя (BD Biosciences, США). Относительное 
содержание гранулоцитарных МС (Lin-HLA-DR-

CD33+CD66b+), моноцитарных МС (CD14+HLA-
DRlow/-) и МС ранних стадий дифференцировки 
(Lin-HLA-DR-CD33+CD66b-) оценивали методом 
проточной цитометрии с использованием анти-
Lineage Cocktail 1 (CD3, CD14, CD16, CD19, 
CD20, CD56; FITC, BD Biosciences), анти-CD14 
(FITC, BD Biosciences), анти-CD33 (PE-Cy 5, BD 
Biosciences, США), анти-CD66b (APC, BioLegend, 
США), анти-HLA-DR (FITC, Сорбент, Россия; 
PE, PerCP/Cy 5.5, BD Biosciences) моноклональ-
ных антител. Оценку МС проводили по обще-
принятой методике в соответствии с рекомен-
дациями Bronte и соавт. [1] с использованием 
параметров прямого и бокового светорассеяния, 
при этом в область гейтирования включали реги-
он МНК (лимфоциты и моноциты). При оценке 
Р-МС и Г-МС стратегия гейтирования включала 
последовательные этапы выделения: а) региона 
МНК (по прямому и боковому светорассеянию), 
б) из МНК – гейта клеток, не несущих линейные 
маркеры (Lin-), в) из области (Lin-) клеток гей-
та СD33+ клеток (по характеристикам бокового 
светорассеяния и экспрессии CD33), г) из гейта 
СD33+ клеток – области HLA-DR-CD66b- клеток 
(Р-МС) и HLA-DR-CD66b+ клеток (Г-МС). Для 
анализа количества М-МС в регионе МНК из-
учали популяцию CD14+HLA-DRlow/- клеток.

Анализ проводили после накопления не менее 
100 000 событий в регионе Lin- клеток, или – при 
оценке субпопуляции М-МС – не менее 50 000 
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событий в регионе СD14+ клеток. Относительное 
содержание субпопуляций МС представлено в 
виде процента от общего количества МНК. Абсо-
лютное количество МС рассчитывали исходя из 
данных общего анализа крови по формуле:

[(лимфоциты [кл/мкл] + моноциты [кл/мкл]) 
× % субпопуляции МС]/100%.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием пакета 
программ Statistica 6.0. Данные представлены 
в виде медианных значений (Ме) и квартиль-

ного диапазона (Q0,25-Q0,75) %. Для выявления 
значимых различий сравниваемых показателей 
использовали непараметрический критерий: 
U-критерий Манна–Уитни. Корреляционный 
анализ проводили с помощью ранговой корреля-
ции Спирмена (Rs). Различия считали статисти-
чески значимыми при p < 0,05.

Результаты
Основные характеристики больных, включен-

ных в исследование, представлены в таблице 1. 

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

Параметры
Parameters

Общая группа
Total group 

Центральная 
форма АС

Axial AS
(1)

Периферическая 
форма АС 

Peripheral AS
(2)

р*
(1-2)

Количество (n)
Number (n) 37 10 27

Пол (муж/жен), % 
Sex (male/female), % 62/38 80/20 56/44 0,3

Возраст (лет), Me (min-max)
Age (years), Me (min-max) 40 (19-59) 37,5 (23-59) 41 (19-59) 0,7

Длительность заболевания (лет), 
Ме (min-max)
Disease duration (years), 
Me (min-max)

12 (1-33) 18 (1-33) 11 (1-31) 0,5

Стадии (развернутая/поздняя), %
Stages (advanced/late), % 59,5/40,5 60/40 59,3/40,7 1,0

HLA-B27 (+/-), % 70,3/29,7 90/10 63/37 0,22

ASDAS-СОЭ, Me (Q0,25-Q0,75)
ASDAS-ESR, Me (Q0.25-Q0.75)

2,7 (1,9-3,8) 2,0 (1,8-3,5) 2,95 (2,0-4,2) 0,3

ASDAS-СРБ, Me (Q0,25-Q0,75)
ASDAS-CRP, Me (Q0.25-Q0.75)

2,8 (1,9-3,8) 1,95 (1,8-3,3) 2,8 (1,9-4,0) 0,2

BASDAI, Me (Q0,25-Q0,75) 3,9 (2,3-5,9) 2,75 (2,0-4,5) 4,3 (2,3-6,2) 0,1

BASFI, Me (Q0,25-Q0,75) 3,6 (1,5-5,9) 2,95 (1,4-4,5) 3,8 (1,5-6,3) 0,4

Увеит (+/-), %
Uveitis (+/-), % 40,5/59,5 20/80 48,2/51,8 0,2

Терапия:
1-я линия**/2-я линия***, %
Therapy: 
1st line**/2nd line***, %

59,5/40,5 40/60 66,7/33,3 0,3

Примечание. * р – достоверность различий между подгруппами больных; ** – нестероидные противовоспалительные 
препараты +/- синтетические базисные противовоспалительные препараты; *** – нестероидные 
противовоспалительные препараты + генно-инженерные биологические препараты +/- синтетические базисные 
противовоспалительные препараты.

Note. * р, significance of differences between subgroups of patients; **, non-steroidal anti-inflammatory drugs +/- conventional 
synthetic disease-modifying antirheumatic drugs; ***, non-steroidal anti-inflammatory drugs + biologic disease-modifying 
antirheumatic drugs +/- conventional synthetic disease-modifying antirheumatic drugs.
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Как видно, группа больных АС состояла из 10 
пациентов, не имеющих поражения перифери-
ческого скелета (центральная форма), и 27 боль-
ных с одновременным поражением позвоночни-
ка и периферических суставов (периферическая 
форма). Пациенты указанных подгрупп не отли-
чались по полу, возрасту, длительности заболе-
вания, стадии, доле HLA-B27-позитивных слу-
чаев, частоте встречаемости увеита, активности 
заболевания и функциональным нарушениям. 
Значимых различий в проводимой терапии меж-
ду группами также не выявлялось. Тем не менее 
отмечалась тенденция к более частому назначе-
нию генно-инженерной биологической терапии 
(ГИБТ) в группе больных с центральной формой 
и более частому назначению базисных противо-
воспалительных препаратов (метотрексат, суль-
фасалазин) у больных периферической формой. 

Исследование субпопуляций МС (рис. 1А) вы-
явило 2-кратное увеличение относительного ко-
личества гранулоцитарных и моноцитарных МС 
у больных АС при отсутствии изменений Р-МС 
по сравнению со здоровыми донорами. Учиты-
вая более высокое абсолютное количество МНК 

у больных (Ме 2,8 (2,4-3,2) против 2,5 (2,2-2,8) 
× 103кл/мкл, p = 0,03), абсолютное содержание 
Г-МС и М-МС было также значимо повышен-
ным (рис. 1Б). Повышение абсолютного количе-
ства Р-МС было умеренно выраженным и прояв-
лялось на уровне тренда. 

На следующем этапе был проведен анализ вза-
имосвязи количества МС с такими факторами, 
как пол, возраст, генетическая предрасположен-
ность и тип терапии у больных АС. Поскольку 
пациенты с центральной и периферической фор-
мой АС по данным показателям были сопостави-
мы (табл. 1), анализ проводился в общей группе 
пациентов (табл. 2). Относительное содержание 
Р-МС, Г-МС и М-МС у мужчин и женщин зна-
чимо не различалось. Также мы не выявили раз-
личий в содержании МС в зависимости от воз-
раста. Показатели относительного и абсолютного 
содержания МС в подгруппах моложе и старше 
40 лет (медиана возраста) были схожи. При срав-
нении пациентов, позитивных и негативных по 
HLA-B27 антигену, относительное и абсолютное 
содержание Г-МС и М-МС не различалось меж-
ду оппозитными подгруппами.

Рисунок 1. Субпопуляционный состав миелоидных супрессорных клеток у здоровых доноров и больных 
анкилозирующим спондилитом
Примечание. Представлены данные относительного (А) и абсолютного (Б) содержания ранних (Р-МС), моноцитарных (М-МС) и 
гранулоцитарных (Г-МС) миелоидных супрессорных клеток у здоровых доноров и больных анкилозирующим спондилитом. 
Здесь и далее данные приведены в виде медианы (Ме), интерквартильного диапазона и диапазона значений 10-90 перцентилей. 
* pU < 0,05 – достоверность различий между показателями.
Figure 1. Myeloid-derived suppressor cell subpopulations in healthy donors and patients with ankylosing spondylitis
Note. The data on the frequency (A) and absolute (B) count of early (E-MDSC), monocytic (M-MDSC) and granulocytic (G-MDSC) myeloid-derived 
suppressor cells in healthy donors and patients with ankylosing spondylitis are presented. Hereinafter, the data are presented as median (Me), 
interquartile range and 10-90% percentiles. * pU < 0.05, significance of differences between parameters.
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ГИБП в два раза чаще использовались в груп-
пе больных с центральной формой АС, поэтому 
мы изучили влияние лечения на содержание МС. 
Показатели относительного и абсолютного со-
держания МС не отличались в подгруппах паци-
ентов, получающих препараты 1-й и 2-й линий.

Сравнительный анализ МС у пациентов с цен-
тральной и периферической формой АС выявил 
более высокое количество относительного и аб-
солютного количества М-МС в обеих подгруппах 
по сравнению со здоровыми донорами. В то же 
время повышенное содержание Г-МС регистри-
ровалось только у больных АС с вовлечением пе-
риферических суставов (рис. 2).

Поскольку индексы активности ASAS и 
BASDAI у пациентов с периферической формой 
АС были выше (табл. 1), чем у больных с цен-
тральной формой, представлялось важным ис-
следовать возможную взаимосвязь Г-МС с ак-
тивностью заболевания. Для этого мы сравнили 
содержание Г-МС у пациентов с периферической 
формой АС в подгруппах с низкой и высокой ак-
тивностью заболевания. Видно, что повышенное 
количество Г-МС отмечалось как в подгруппе 
пациентов с низкой/умеренной (ASDAS < 2,1), 
так и высокой/очень высокой активностью 
(ASDAS ≥ 2,1) и было сходным в сравниваемых 
подгруппах (рис. 3В, Г).

ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ СУБПОПУЛЯЦИЙ МИЕЛОИДНЫХ СУПРЕССОРНЫХ КЛЕТОК В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
С УЧЕТОМ КЛИНИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК ПАЦИЕНТОВ С АНКИЛОЗИРУЮЩИМ СПОНДИЛИТОМ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. CONTENT OF MYELOID-DERIVED SUPPRESSOR CELL SUBPOPULATIONS IN PERIPHERAL BLOOD ACCORDING 
TO THE CLINICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH ANKYLOSING SPONDYLITIS, Me (Q0.25-Q0.75)

Параметры
Parameters

Р-МС
E-MDSC

Г-МС
G-MDSC

М-МС
M-MDSC

% кл/мкл
cell/µl % кл/мкл

cell/µl % кл/мкл
cell/µl

Пол
Sex

Мужчины
Male

0,95
(0,6-1,6)

31,3
(17,3-40,5)

0,12
(0,06-0,21)

2,8
(1,5-6,2)

5,0
(3,2-6,7)

139,6
(73,4-217,3)

Женщины
Female

0,93
(0,7-1,9)

26,6
(23,9-42,9)

0,13
(0,07-0,17)

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

4,8
(3,0-7,8)

111,9
(74,6-249,5)

p* 0,9 0,95 0,95 0,6 0,9 0,9

Возраст
Age

< 40 лет
< 40 years

0,96
(0,7-1,1)

28,2
(23,9-32,3)

0,12
(0,06-0,17)

2,8
(1,7-6,2)

5,0
(3,0-6,3)

112,9
(106,0-153,4)

≥ 40 лет
≥ 40 years

0,93
(0,6-2,1)

30,3
(17,7-49,3)

0,13
(0,07-0,23)

3,5
(2,2-6,1)

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

132,2
(72,7-259,1)

р 0,9 0,5 0,9 0,7 0,6 0,6

HLA-B27

(-) 0,98
(0,7-2,1)

28,3
(24,0-33,5)

0,15
(0,06-0,24)

3,6
(2,1-6,2)

3,0
(2,0-5,6)

108,0 
(62,5-112,9)

(+) 0,9
(0,6-1,6)

29,8
(19,6-41,5)

0,12
(0,07-0,19)

2,9 
(2,0-6,1)

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

139,9 
(93,3-223,4)

р 0,8 0,9 0,9 0,9 0,1 0,1

Терапия
Therapy

1-я линия**
1st line**

0,97
(0,7-1,5)

28,4
(13,5-35,8)

0,11
(0,07-0,24)

2,9
(1,97-6,20)

4,5
(2,8-7,0)

111,9
(71,9-153,3)

2-я линия***
2nd line***

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

24,9
(21,8-46,4)

0,14
(0,05-0,17)

3,5
(2,0-6,2)

5,0
(3,2-10,0)

174,3
(108,0-268,8)

р 0,7 0,8 0,9 0,9 0,3 0,8

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.
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В то же время анализ взаимосвязи количества 
Г-МС и активности заболевания при централь-
ной форме АС (рис. 3A, Б) показал, что пациенты 
с высокой/очень высокой активностью характе-
ризовались тенденцией к более высокому отно-
сительному и абсолютному количеству Г-МС, 
тогда как в подгруппе с низкой/умеренной ак-
тивностью изменений в количестве Г-МС не 
наблюдалось. Таким образом, при центральной 
форме АС содержание Г-МС ассоциировалось с 
активностью заболевания.

При анализе взаимосвязи М-МС с актив-
ностью заболевания выяснилось, что значимое 
увеличение количества М-МС при центральной 
форме АС обнаруживается у пациентов как с низ-
кой/умеренной, так и высокой/очень высокой ак-
тивностью (рис. 3А, Б). Тем не менее медианные 
и интерквартильный диапазон значений относи-
тельного количества М-МС в подгруппе с высо-
кой/очень высокой активностью были выше, чем 
в оппозитной подгруппе, однако эти различия не 
были статистически значимыми (p = 0,3). В то же 

время у пациентов с периферической формой АС 
количество М-МС в подгруппах с низкой и вы-
сокой активностью было одинаково повышен-
ным по сравнению с аналогичным показателем в 
группе здоровых доноров (Ме 5,0 (3,0-7,0) и 4,0 
(3,0-7,0) против 2,4 (1,6- 3,5) % соответственно) 
(рис. 3В, Г).

Оценка содержания Р-МС среди МНК в за-
висимости от активности заболевания показала, 
что значимое повышение абсолютного количе-
ства Р-МС было характерно только для больных 
центральной формой АС с высокой активностью 
(рис. 3Б).

Обнаруженные нами особенности содержа-
ния субпопуляций МС в периферической крови у 
больных АС с учетом активности заболевания и в 
зависимости от формы АС также подтверждались 
данными корреляционного анализа, в частности 
наличием значимой прямой корреляционной 
связи между относительным содержанием Г-МС 
и индексом активности BASDAI у пациентов с 
центральным АС и отсутствием таковой при пе-

Рисунок 2. Миелоидные супрессорные клетки у больных разными клиническими формами анкилозирующего 
спондилита
Примечание. Представлены данные относительного (А) и абсолютного (Б) содержания ранних (Р-МС), моноцитарных (М-МС) 
и гранулоцитарных (Г-МС) миелоидных супрессорных клеток у доноров (donors), больных анкилозирующим спондилитом 
с центральной (axial AS) и периферической (peripheral AS) формами. * pU < 0,05 – достоверность различий между показателями.
Figure 2. Myeloid-derived suppressor cells in patients with different clinical forms of ankylosing spondylitis
Note. The data on the frequency (A) and absolute (B) count of early (E-MDSC), monocytic (M-MDSC) and granulocytic (G-MDSC) myeloid-derived 
suppressor cells in donors, patients with ankylosing spondylitis with axial (axial AS) and peripheral (peripheral AS) forms. * pU < 0.05, significance 
of differences between parameters.
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риферической форме АС (табл. 3). Аналогичным 
образом статистически значимая положитель-
ная связь относительного содержания М-МС 
с ASDAS-СОЭ и на уровне тренда с СОЭ выяв-
лялась у пациентов с центральной формой АС и 

отсутствовала у больных с периферической фор-
мой АС. Прямая корреляционная взаимосвязь 
между содержанием Р-МС и индексами активно-
сти BASDAI, ASDAS-СРБ выявлялась на уровне 
тренда только при центральной форме АС.

Рисунок 3. Миелоидные супрессорные клетки у больных разной степени активности анкилозирующего спондилита
Примечание. Представлены данные относительного (А, В) и абсолютного (Б, Г) содержания ранних (Р-МС), моноцитарных 
(М- МС) и гранулоцитарных (Г-МС) миелоидных супрессорных клеток у доноров (donors), больных c низкой (low) и высокой 
(high) активностью анкилозирующего спондилита с центральной (А, Б) и периферической (В, Г) формами. * pU < 0,05 – 
достоверность различий между показателями.
Figure 3. Myeloid-derived suppressor cells in patients with varying activity scores of ankylosing spondylitis
Note. The data on the frequency (A, C) and absolute (B, D) count of early (E-MDSC), monocytic (M-MDSC) and granulocyte (G-MDSC) myeloid-
derived suppressor cells in donors, patients with low and high activity of ankylosing spondylitis with axial (A, B) and peripheral (C, D) forms. 
* pU < 0.05, significance of differences between parameters.
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Обсуждение
Полученные нами в целом данные свидетель-

ствуют о возрастании относительного и абсолют-
ного количества М-МС и Г-МС при АС. Причем 
такие факторы, как пол пациентов, возраст и 
экспрессии HLA-B27, не влияют на уровень этих 
клеток в периферической крови. Повышенное 
количество М-МС регистрируется у пациентов 
как с центральной, так и периферической фор-
мой АС. В то же время экспансия Г-МС харак-
терна только для пациентов с вовлечением пери-
ферических суставов. Относительное содержание 
Р-МС, М-МС и Г-МС при центральной форме 
АС прямо коррелирует с активностью заболева-
ния, тогда как увеличение доли Г-МС при пери-
ферической форме АС не связано с активностью 
воспалительного процесса.

Согласно данным литературы, экспансия МС 
при аутоиммунном воспалении обусловлена по-
вышенной концентрацией медиаторов воспале-
ния (IL-1β, IL-6, TNFa, IL-17, S100A8, S100A9) 
и CSF (G-CSF, GM-CSF), которые стимулируют 
миелопоэз, блокируют дифференцировку не-
зрелых миелоидных предшественников на пе-
риферии, а также индуцируют супрессорную 
активность и выживаемость МС [9]. Другим меха-
низмом может быть репрограммирование зрелых 
моноцитов и нейтрофилов в МС под действием 
провоспалительных медиаторов [7]. Это под-
тверждается возможностью генерации иммуно-
супрессивных М-МС из моноцитов с использо-
ванием GM-CSF в комбинации с IL-6, IL-1, IL-4 
и PGE2 [2]. Поскольку АС характеризуется повы-
шенной концентрацией многих провоспалитель-
ных медиаторов [11], что обусловливает высокую 
эффективность лечения ингибиторами TNFa и 

ТАБЛИЦА 3. КОРРЕЛЯЦИОННЫЙ АНАЛИЗ ВЗАИМОСВЯЗИ ПОКАЗАТЕЛЕЙ АКТИВНОСТИ АНКИЛОЗИРУЮЩЕГО 
СПОНДИЛИТА И СОДЕРЖАНИЯ МИЕЛОИДНЫХ СУПРЕССОРНЫХ КЛЕТОК 

TABLE 3. CORRELATION ANALYSIS OF THE RELATIONSHIP BETWEEN THE ACTIVITY SCORES OF ANKYLOSING 
SPONDYLITIS AND THE FREQUENCY OF MYELOID-DERIVED SUPPRESSOR CELLS

Параметры
Parameters
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СОЭ
ESR 0,36 -0,04 0,55 -0,04 0,26 -0,03

p* 0,3 0,85 0,098 0,86 0,47 0,87

СРБ
CRP 0,47 -0,07 0,2 -0,01 0,15 0,18

р 0,17 0,73 0,58 0,96 0,67 0,37
BASDAI 0,58 -0,02 0,04 -0,17  0,65 -0,06
р 0,08 0,93 0,92 0,39 0,04 0,75

ASDAS-СОЭ
ASDAS-ESR 0,23 0,06 0,73 -0,12 0,17 -0,04

р 0,53 0,77 0,02 0,55 0,65 0,85

ASDAS-СРБ
ASDAS-CRP 0,56 0,004 0,3 -0,11 0,55 -0,07

р 0,09 0,98 0,38 0,58 0,1 0,71

Примечание. Данные представлены в виде коэффициента корреляции Спирмена. * р – достоверность различий между 
подгруппами больных.

Note. Data are presented as Spearman’s correlation coefficient. * р, significance of differences between subgroups of patients.
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IL-17, данная патология также может сопрово-
ждаться увеличением численности МС. Действи-
тельно, недавно появилось первое сообщение, в 
котором Liu с соавторами показали возрастание 
М-МС и Г-МС у больных АС [6], что согласуется 
с нашими данными. Однако в отличие от Liu мы 
также исследовали уровень Р-МС и показали вы-
раженную тенденцию к возрастанию абсолютно-
го количества этих клеток при АС. Другим новым 
фактом, выявленным в настоящей работе, стали 
данные о том, что среди различных факторов 
большое значение, по-видимому, имеет клиниче-
ский фенотип АС, поскольку возрастание Г-МС 
регистрировалось только в группе пациентов с 
вовлечением периферических суставов. 

Несмотря на то, что накопление МС в цирку-
ляции и очагах воспаления выявлено при многих 
аутоиммунных заболеваниях, роль этих клеток в 
патогенезе аутоиммунного воспаления остается 
неясной, МС могут обладать как противовоспа-
лительной, так и провоспалительной активно-
стью [9]. Такая функциональная дихотомия МС 
похоже не связана с субпопуляционной принад-
лежностью к моноцитарным или гранулоцитар-
ным MС, так как указанные субпопуляции, хотя 
и различаются по механизмам супрессорной 
активности [9], могут превращаются друг в дру-
га и даже в другие клетки, например, остеокла-
сты [14].

У больных АС доля МС по данным Liu прямо 
коррелировала с активностью заболевания, од-
нако такая взаимосвязь была выявлена только в 
отношении М-МС. В то же время в нашем иссле-
довании прямая корреляция с активностью забо-
левания прослеживалась для всех субпопуляций 
МС, но только у больных центральной формой 

АС. Причем выявленная положительная корре-
ляция Р-МС с показателями активности у боль-
ных центральной формой АС позволяет говорить 
и о вовлеченности данной субпопуляции в пато-
генез центральной формы АС. Полученные в на-
шем исследовании различия могут быть связаны 
с тем, что в исследовании Liu анализ проводился 
в общей группе пациентов без учета клинической 
формы. Кроме того, поскольку на сегодняшний 
день не существует единого подхода к характери-
стике фенотипа субпопуляций МС, выявленные 
различия также могут быть обусловлены особен-
ностями гейтирования при оценке субпопуляций 
МС.

Обнаруженная прямая корреляционная связь 
между содержанием МС и активностью заболевания 
позволяет предполагать снижение супрессорной 
активности и/или появление провоспалительной 
активности у миелоидных предшественников. По 
данным литературы, МС в условиях хронического 
воспаления могут продуцировать провоспалитель-
ные цитокины [4] и способствовать дифференци-
ровке Th17-лимфоцитов [15]. Действительно, Liu, 
несмотря на наличие супрессорной активности 
М-МС, выявил прямую корреляционную связь 
между долей этих клеток и уровнем IL-17 в сыво-
ротке больных АС, основным источником кото-
рого могут являться Th17-лимфоциты. Функци-
ональная активность МС в нашем исследовании 
не оценивалась, что является ограничением на-
стоящей работы. Дальнейший анализ экспрессии 
молекул, опосредующих супрессорную актив-
ность (ARG-1, IDO, PDL-1) МС, позволит от-
ветить на ряд вопросов относительно супрессор-
ного потенциала различных субпопуляций МС у 
больных АС. 
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АНГИОГЕННЫЙ ПОТЕНЦИАЛ НЕЙТРОФИЛОВ 
ЦИРКУЛИРУЮЩЕЙ КРОВИ ПРИ РАКЕ ЭНДОМЕТРИЯ
Абакумова Т.В.1, Генинг Т.П.1, Генинг С.О.1, Антонеева И.И.1, 2

1 ФГБОУ ВО «Ульяновский государственный университет», г. Ульяновск, Россия  
2 ГУЗ «Областной клинический онкологический диспансер» г. Ульяновск, Россия

Резюме. Нейтрофилы играют важную роль в канцерогенезе, опосредуя воспаление, иммуносу-
прессию и метастазирование, а также показана двоякая роль нейтрофилов в регуляции ангиогенеза. 
Рак эндометрия является наиболее распространенным злокачественным новообразованием женской 
репродуктивной системы. С целью оценки ангиогенного потенциала в лизате нейтрофилов перифе-
рической крови больных раком эндометрия и с миомой матки (группа сравнения) методом ИФА оце-
нивали уровень воспалительных и ангиогенных цитокинов (VEGF-A, IL-17A, IL-1β, IL-6). В ядер-
ной фракции нейтрофилов определяли экспрессию ядерного фактора NF-kB. В исследуемых группах 
оценивали отношение нейтрофилов к лимфоцитам (NLR). Статистическую обработку полученных 
данных проводили с использование ПО Statistica 10.

Установлено отсутствие значимых изменений NLR при раке эндометрия, по сравнению с контро-
лем, и при миоме. Экспрессия NF-kB и VEGF были повышены по сравнению с контролем на всех 
изученных стадиях рака эндометрия и при миоме матки. Наблюдалась изменение уровня NF-kB в 
нейтрофилах в зависимости от дифференцировки опухоли. Между содержанием VEGF и NF-kB в 
нейтрофилах выявлена регрессионная взаимосвязь. Нами выявлено повышение уровня IL-1β и IL-6 в 
нейтрофилах при миоме матки и на разных стадиях рака эндометрия по сравнению с контролем. Уро-
вень IL-1β был выше в нейтрофилах пациенток с умеренной и низкой дифференцировкой опухоли в 
сравнении с высокой. 

IL-17A в лизате нейтрофилов был значимо снижен при миоме матки и на разных стадиях рака эн-
дометрия по сравнению с контролем. 

Отмечена умеренная обратная корреляционная связь между содержанием в нейтрофилах VEGF и 
IL-6 (r = -0,426; p = 0,001); заметная обратная связь между VEGF и IL-17А (r = -0,615; p < 0,001).

Комбинация показателей IL-6 и IL-17А в лизате нейтрофилов (по результатам мультивариантного 
анализа) может быть использована для дифференциальной диагностики рака эндометрия и миомы 
матки.

Таким образом, различия в экспрессии нейтрофилами воспалительных и ангиогенных цитокинов, 
входящих в NF-kB-зависиый сигналинг, свидетельствует о приобретении проопухолевых функций 
нейтрофилами при прогрессировании рака эндометрия.

Ключевые слова: рак эндометрия, миома матки, нейтрофилы, VEGF-A, IL-17A, IL-1β, IL-6, NF-kB-сигналинг,  
ангиогенез
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ANGIOGENIC POTENTIAL OF CIRCULATING BLOOD 
NEUTROPHILS IN ENDOMETRIAL CANCER 
Abakumova T.V.a, Gening T.P.a, Gening S.O.a, Antoneeva I.I.a, b

a Ulyanovsk State University, Ulyanovsk, Russian Federation  
b Ulyanovsk Regional Clinical Oncology Center, Ulyanovsk, Russian Federation

Abstract. Neutrophils play an important role in carcinogenesis, mediating inflammation, immunosuppression 
and metastasis. A dual role of neutrophils in regulation of angiogenesis has been shown. Endometrial cancer 
is the most common malignant neoplasm of the female reproductive system. To assess the cellular angiogenic 
potential, we determined the levels of inflammatory and angiogenic cytokines (VEGF-A, IL-17A, IL-1β, IL- 6) 
in cell lysate of peripheral blood neutrophils in the patients with endometrial cancer, and with uterine myoma 
(comparison group). Expression of the nuclear factor-kB was determined. In nuclear fraction of neutrophils. 
The neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) was assessed in the studied groups. Statistical processing of the 
obtained data was carried out using Statistica 10 software. We have not found any significant changes in NLR in 
endometrial cancer, compared with controls and the uterine myoma groups. Expression of NF-kB and VEGF 
was increased as compared to the control for all the studied stages of endometrial cancer and in uterine myoma. 
There was a change in NF-kB level in neutrophils, depending on the tumor differentiation grade. A regression 
relationship was found between the content of VEGF and NF-kB in neutrophils. We have found increased 
IL-1β and IL-6 levels in neutrophils of the uterine myoma patients, and at different stages of endometrial 
cancer compared with control. The IL-1β level was higher in neutrophils of the patients with intermediate and 
high tumor grade, compared to low-grade cases. IL-17A expression in the neutrophil lysate was significantly 
reduced in uterine myoma and at different stages of endometrial cancer, as compared with controls. There was 
a moderate inverse correlation between the contents of VEGF and IL-6 in neutrophils (r = -0.426, p = 0.001); 
a remarkable inverse relationship between VEGF and IL-17A (r = -0.615, p < 0.001). The combination of IL-6 
and IL-17A levels in the neutrophils lysate (according to the results of multivariate analysis) may be used for 
the differential diagnosis of endometrial cancer and uterine myoma. Thus, the differences in the expression of 
inflammatory and angiogenic cytokines included in NF-kB-dependent signaling, may point to acquisition of 
pro-tumor functions by neutrophils during the endometrial cancer progression.

Keywords: endometrial cancer, myoma, neutrophils, VEGF-A, IL-17A, IL-1β, IL-6, NF-kB-signaling, angiogenesis

Введение
Рак эндометрия (РЭ) является наиболее рас-

пространенным злокачественным новообразова-
нием женской репродуктивной системы в разви-
тых странах и единственным гинекологическим 
раком с растущей заболеваемостью (+1,3% в 
год за последние 10 лет) и смертностью [15, 20]. 
Нейтрофилы (Нф), являясь наиболее много-
численной популяцией среди лейкоцитов [7], 
играют важную роль в канцерогенезе, опосредуя 
воспаление, иммуносупрессию и метастазирова-
ние [9, 25]. На сегодня показана двоякая роль Нф 
в регуляции ангиогенеза. С одной стороны, они 
инициируют синтез и высвобождение проангио-
генных факторов – Bv8, фактора роста эндотелия 
сосудов А (VEGF-A), матриксной металлопроте-
иназы-9, а также цитокинов, в том числе и при 
РЭ [3, 22]. В то же время, Нф могут секретиро-
вать эластазу и a-дефенсины, которые инактиви-
руют проангиогенные факторы [18]. Участие Нф 
в процессе воспаления реализуется через NF-kB-
сигналинг [13]. Активация NF-kB-сигналинга в 
Нф может способствовать стимуляции синтеза 
провоспалительных цитокинов [17], способных 
прямо или косвенно способствовать росту и ми-

грации эндотелиальных клеток [21]. В связи с 
этим целью исследования явилась оценка ангио-
генного потенциала нейтрофилов циркулирую-
щей крови при РЭ. 

Материалы и методы
Объектом исследования явились Нф цир-

кулирующей крови первичных больных РЭ на 
стадии I (начальный РЭ) (n = 27), и II-III (ло-
кализованный РЭ) (n = 12) по международной 
классификации FIGO. Пациентки с миомой 
тела матки (n = 20) служили группой сравнения. 
Средний возраст пациенток с миомой матки со-
ставил 48,8±6,3 (41-59) и с РЭ – 60,8±9,2 (37-77) 
лет. В контрольную группу вошли 22 практически 
здоровых женщин-донора (23-65 лет) (табл. 1). 

Уровень воспалительного ответа при про-
грессировании РЭ оценивали по отношению 
нейтрофилов к лимфоцитам (NLR). Кровь заби-
рали стандартным способом у больных после по-
становки диагноза до начала лечения. Для при-
готовления лизата Нф клетки выделяли из 5 мл 
гепаринизированной крови в двойном гради-
енте плотности фиколл-урографина (r = 1,117 и 
1,077 г/мл). Взвесь Нф трижды отмывали физио-
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логическим раствором. Чистота фракции Нф со-
ставляла 92-94%. Жизнеспособность Нф в тесте 
с 0,5%-ным трипановым синим составляла 95%. 
С помощью ИФА в лизате Нф крови определя-
ли уровень IL-17A (ООО «Цитокин»), VEGF-A, 
IL-1β, IL-6 (ЗАО «Вектор-Бест-Волга», Россия), 
в ядерной фракции Нф – экспрессию ядерного 
фактора NF-kB (eBioscience, США). Исследо-
вание проведено согласно требованиям комис-
сии по этике ИМЭиФК УлГУ (протокол № 3 от 
15.03.2015). Совокупности количественных по-
казателей, распределение которых отличалось 
от нормального, описывались при помощи зна-
чений медианы (Me) и нижнего и верхнего квар-
тилей (Q0,25-Q0,75). Статистическая значимость 
различий оценивалась при помощи ANOVA, 
U-критерия Манна–Уитни. С целью изучения 
связи между количественными переменными ис-
пользовался расчет коэффициента корреляции 
Спирмена. Для оценки диагностического по-
тенциала изученных показателей использовалась 
бинарная логистическая регрессия и построение 
ROC-кривой.

Результаты
Установлено отсутствие значимых измене-

ний NLR (медиана 2,37, IQR, Q0,25-Q0,75) при РЭ 
по сравнению с показателями в контроле (ме-
диана 2,22, IQR, Q0,25-Q0,75) и в группе сравне-
ния (медиана 2,54, IQR, Q0,25-Q0,75). Экспрессия 
NF-kB в ядерной фракции Нф была повышена 
по сравнению с контролем как при миоме мат-
ки (р = 0,0001), так и на всех изученных стадиях 
РЭ (р = 0,0001 при I стадии РЭ и р = 0,0001 при 
II-III стадии РЭ). При II-III стадии экспрессия 
NF-kB в Нф была выше, чем при начальном РЭ 
(р = 0,006) (табл. 2). Наблюдалась тенденция к 
повышению уровня NF-kB в Нф при умеренной 
и низкой дифференцировке РЭ в сравнении с 
высокой дифференцировкой (р = 0,089).

В результате проведенного нами исследования 
выявлено повышение уровня VEGF в лизате Нф 
при миоме (р = 0,0001) и на начальной стадии РЭ 
(р = 0,0004) по сравнению с контрольной груп-
пой. На II-III стадии РЭ уровень VEGF в лизате 
Нф повышался относительно такового в контро-
ле (р = 0,0001), в группе с миомой (р = 0,0001) 
и с начальной стадией РЭ (р = 0,0001) (табл. 2). 
Между содержанием VEGF и NF-kB в Нф наблю-
далась регрессионная взаимосвязь (р = 0,001).

Нами выявлено повышение уровня IL-1β в 
Нф при миоме матки (р = 0,0001), РЭ I стадии 
(р = 0,0005) и локализованном РЭ (р = 0,0004) 
по сравнению с показателями контрольной 
группы. На I и II-III стадии РЭ уровень IL-1β в 
Нф значимо не отличался от такового при мио-
ме матки (р = 0,140 и р = 0,270 соответственно) 
(рис. 1). Кроме того, уровень IL-1β был выше в 
Нф пациен ток с умеренной и низкой диффе-

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОК С РЭ, 
ВКЛЮЧЕННЫХ В ИССЛЕДОВАНИЕ

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH 
ENDOMETRIAL CANCER INCLUDED IN THE STUDY

Характеристика
Characteristic

Число пациенток (%)
Number of patients (%)

Средний возраст, медиана 60 лет  
(IQR, Q0,25-Q0,75; 57,5-64,5), n = 39 (100%)

Average age, median 60 years  
(IQR, Q0.25-Q0.75; 57,5-64,5), n = 39 (100%)

Стадия FIGO
FIGO stage

1 27 (69,2)
2 7 (17,9)
3 5 (12,8)

Дифференцировка 
опухоли
Tumor differentiation

высокая
high 16 (41,0)

низкая
low 5 (12,8)

умеренная
moderate 18 (46,2)

Признаки 
метаболического 
синдрома
Signs of metabolic 
syndrome

есть
available 23 (58,9)

нет
not available 16 (41,1)

ОАК при поступлении: лейкоциты, × 1012/л, 
медиана 6,64 (IQR, Q0,25-Q0,75; 5,8-7,8); тромбоциты, 
× 109/л, медиана 250 (IQR, Q0,25-Q0,75; 221-317); СОЭ, 
мм/ч, медиана 22 (IQR, Q0,25-Q0,75; 11-33)
General blood test on admission: leukocytes, × 1012/l, 
median 6.64 (IQR, Q0.25-Q0.75; 5.8-7.8); platelets, × 109/l, 
median 250 (IQR, Q0.25-Q0.75; 221-317); erythrocyte 
sedimentation rate, mm/h, median 22 (IQR, Q0.25-Q0.75; 
11-33)

ренцировкой опухоли в сравнении с высокой 
(р = 0,011).

IL-6 в лизате Нф значимо повышался при мио-
ме матки по сравнению с контролем (р = 0,0001). 
На начальной стадии РЭ уровень IL-6 в лиза-
те Нф был значимо выше такового в контроле 
(р = 0,0001) и при миоме (р = 0,0007), однако 
при прогрессировании РЭ уровень IL-6 в лиза-
те Нф был ниже, чем на I стадии (р = 0,0001), и 
аналогичен уровню при миоме матки (р = 0,9469) 
(рис. 1). Содержание IL-6 в Нф у пациенток с ме-
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таболическим синдромом значимо не отличалось 
от уровня IL-6 в отсутствие синдрома (р = 0,064).

IL-17A в лизате Нф был значимо снижен 
при миоме матки по сравнению с контролем 
(р = 0,0001). При начальном РЭ уровень IL- 17A 
в лизате Нф был ниже такового в контроле 
(р = 0,0001), не отличаясь от показателей при 
миоме (р = 0,3767). При РЭ II-III стадии экс-
прессия IL-17A была ниже по сравнению с уров-
нями в группах контроля, миомы и раннего рака 
(р = 0,0001, р = 0,0057 и р = 0,0001 соответствен-
но) (рис. 1). Наблюдалась тенденция к снижению 
экспрессии IL-17А в Нф пациенток с низко- и 
умеренно-дифференцированным РЭ в сравне-
нии с высокодифференцированным (р = 0,089).

Мы наблюдали умеренную обратную корреля-
ционную связь между содержанием в Нф VEGF 
и IL-6 (r = -0,426; p = 0,001); заметную обратную 
связь между VEGF и IL-17А (r = -0,615; p < 0,001).

Обсуждение. NF-kB признан важным анти-
апоптотическим фактором транскрипции для 
Нф при воспалении [24, 27]. Связь между акти-

ТАБЛИЦА 2. УРОВЕНЬ ЯДЕРНОГО ФАКТОРА-kkB И VEGF-A В ЛИЗАТЕ НЕЙТРОФИЛОВ КРОВИ ПРИ МИОМЕ ТЕЛА 
МАТКИ, НАЧАЛЬНОМ И ЛОКАЛИЗОВАННОМ РЭ, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. LEVEL OF NUCLEAR FACTOR-kB AND VEGF-A IN BLOOD NEUTROPHIL LYSATE IN MYOMA, INITIAL AND 
LOCALIZED ENDOMETRIAL CANCER, Me (Q0.25-Q0.75)

Группа 
Group

Показатель
Indicator

Контроль
Control 
n = 22

Миома матки
Myoma
n = 20

I стадия РЭ
Stage I of EC

n = 27

II-III стадия РЭ
Stage II-III of EC

n = 12

NF-kkB, мг/мл
NF-kB, mg/ml

0,174 
(0,125-0,201)

0,503
(0,482-0,533)

0,413 
(0,358-0,599)

0,700 
(0,659-0,714)

VEGF, пг/мл
VEGF, pg/ml

48,940 
(40,989-52,851)

91,358 
(78,670-103,759)

78,387 
(62,412-92,856)

235,743 
(223,478-239,756)

Рисунок 1. Изменение уровня IL-1ββ, IL-6 и IL-17A в 
лизате Нф крови при миоме тела матки, начальном и 
локализованном РЭ
Figure 1. Changes in the level of IL-1β, IL-6 and IL-17A in 
the blood neutrophil lysate in myoma, primary and localized 
endometrial cancer

вацией NF-кВ и параметрами воспаления (NOS, 
IL-6, IL-8, TNFa, CCL2) способствует развитию 
опухоли [5]. NF-kB участвует в регуляции экс-
прессии мРНК VEGF [19]. VEGF синтезируется 
нейтрофилами человека и хранится внутрикле-
точно в них [1]; он относится к факторам, опре-
деляющим проопухолевую (N2) поляризацию 
нейтрофила [2].

Помимо VEGF, продуцируемые нейтрофи-
лами хемокины и цитокины (CXCL1, CXCL8, 
IL- 17, IL-1β и IL-6) поддерживают ангиогенез 
опухоли [14]. IL-1β индуцируется и секретируется 
только при воспалительных сигналах. Индуциро-
ванные VEGF / IL-1 гены включают в сайты свя-
зывания NF-kB в их промоторах; VEGF-A пред-
почтительно использует NFAT, а IL-1 использует 
NF- kB для индуцирования этих генов [23]. 

При колоректальном раке опухолевые экзосо-
мы способны продлевать выживаемость Нф, ин-
дуцируя секрецию в них IL-1β и поляризуя Нф в 
проопухолевую сторону [8]. Предполагается, что 
циркулирующий IL-1β влияет на способность Нф 
формировать внеклеточные ловушки (NETs) [4], 
а NETs, формирующиеся в условиях стерильного 
опухоль-индуцированного воспаления, задержи-
вают опухолевые клетки и облегчают процесс ме-
тастазирования [16]. Продуцируемые самими Нф 
IL-1β и IL-6 участвуют в формировании премета-
статических ниш, а также кластеров Нф с цирку-
лирующими опухолевыми клетками [26].

При провоспалительных состояниях, к ко-
торым относятся и метаболический синдром, и 
опухолевый процесс, повышаются уровни экс-
прессии гранулопоэтических цитокинов, таких 
как G-CSF, GM-CSF и IL-6, что приводит к про-
цессу экстренного гранулопоэза, что способству-
ет прогрессированию опухоли и метастазирова-
нию [6]. 

Провоспалительный IL-17 является критиче-
ским медиатором рекрутирования Нф в инвазив-
ный край опухоли, где Нф являются основными 
источниками ММР-9 и стимулируют проангио-
генную активность в клетках рака желудка [11]. 
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Также по данным Liu G. и соавт. (2017), IL-17A 
заметно индуцировал экспрессию VEGF и IL-6 в 
линии мышиных макрофагов Raw264.7 и в фи-
бробластах роговицы мыши [12]. 

Продуцируемый Нф IL-17А считается про-
опухолевым, так как индуцирует дифференци-
ровку мезенхимальных клеток в опухоль-ассо-
циированные фибробласты [10, 28]. В доступной 
литературе мы не обнаружили результатов оцен-
ки уровня IL-17А в Нф при опухолевой патологии 
тела матки. Снижение уровня IL-17А, возможно, 
определяется биологическими особенностями 
опухоли.

В унивариантном анализе логистической ре-
грессии для дифференциальной диагностики 
между РЭ и миомой матки статистическую значи-
мость демонстрировали показатели IL-6, IL-17А. 
При их комбинации в мультивариантном анализе 
оба вносили достоверный вклад в регрессион-
ную модель (IL-6, ОШ 0,390 95% ДИ 0,197-0,773; 
p = 0,007; IL-17A, ОШ 1,429 95% ДИ 1,096-1,856; 
p = 0,008). Площадь под кривой (AUC) такой мо-
дели составила 0,911, и РЭ мог быть диагностиро-
ван с 83,8% вероятностью (рис. 2). 

Таким образом, несмотря на количествен-
ное постоянство, функция циркулирующих 
Нф изменяется в ответ на патологические про-
лиферативные процессы в теле матки – как до-
брокачественные, так и злокачественные. При 
этом реактивные изменения экспрессии VEGF 
и NF-  kB в Нф более выражены при РЭ, чем при 
доброкачественной патологии. В то же время в 

Рисунок 2. ROC-кривая для регрессионной модели 
дифференциальной диагностики РЭ и миомы тела 
матки с учетом показателей IL-6, IL-17А
Figure 2. ROC-curve for the regression model of differential 
diagnosis of endometrial cancer and myoma, taking into 
account the indicators of IL-6, IL-17A

функциональном профиле Нф при миоме мат-
ки и при РЭ наблюдаются значимые различия, в 
частности, в экспрессии IL-6 и IL-17А. Это пред-
полагает наличие специфических системных эф-
фектов злокачественной опухоли уже на ранних 
ее стадиях, а также взаимодействия между цир-
кулирующими Нф и клетками опухолевого оча-
га. Различия в экспрессии VEGF, NF-kB, IL-6 и 
IL-17А в Нф на различных стадиях РЭ могут от-
ражать процессы смещения фенотипа Нф в про- 
либо противоопухолевую сторону в процессе 
прогрессирования заболевания. 
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КЛИНИЧЕСКАЯ ИНФОРМАТИВНОСТЬ ХЕМОКИНОВ 
РОТОВОЙ ЖИДКОСТИ ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ПАРОДОНТИТЕ
Базарный В.В., Мандра Ю.В., Полушина Л.Г., Максимова А.Ю., 
Светлакова Е.Н.
ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский институт» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Одним из ключевых механизмов иммунопатогенеза распространенного заболевания – 
хронического пародонтита (ХП) – является активация цитокиновой сети. Поэтому неслучайно ис-
следование протеомного (в том числе цитокинового) профиля слюны признано одним из глобальных 
направлений исследований в пародонтологии. Однако полученные многочисленные данные о содер-
жании различных хемокинов в ротовой жидкости при ХП нередко противоречивы. Эта неоднознач-
ность результатов может быть связана как с разнообразием методических подходов при определении 
цитокинов, так и с особенностями когорт обследованных пациентов, например с разной тяжестью за-
болевания. При этом большинство публикаций посвящено средне-тяжелым и тяжелым формам ХП. 
Кроме того, в систематических обзорах, метаанализах последних лет вопрос о клинической ценности 
хемокинов при ХП также не решен однозначно, что указывает на необходимость дальнейших иссле-
дований в этой области.

Целью настоящего исследования было установить клинико-диагностическое значение определе-
ния некоторых хемокинов в ротовой жидкости при хроническом пародонтите легкой степени.

Работа была основана на исследование 18 пациентов с диагнозом хронический пародонтит легкой 
степени и 12 практических здоровых добровольцев с относительно интактным пародонтом. Диагноз 
был установлен на основании стандартных клинико-рентгенологических критериев. Всем проводили 
определение уровня 8 хемокинов (СXCL1, СXCL8, СXCL10, СXCL12, ССL2, ССL3, ССL5, ССL11) 
методом мультипараметрического флуоресцентного анализа с магнитными микросферами (техноло-
гия xMAP, Luminex 200, США). Статистический анализ проводился с использованием непараметри-
ческих критериев. Для определения диагностической значимости изученных параметров применили 
ROC-анализ.

Было показано, что течение хронического пародонтита сопровождается повышением уровня 
СXCL1 в 5,5 раза, СXCL8 в 8,1 раза, СXCL12 – в 3,5 раза, ССL2 – в 2.7. При этом уровень других 
хемокинов в ротовой жидкости – СXCL10, ССL3, ССL5, ССL11 существенно не изменялся. Наблю-
далось отсутствие корреляционных связей между отдельными параметрами в группе пациентов с 
хроническим пародонтитом, в отличие от контрольной группы, что, вероятно, отражает нарушение 
механизмов «сбалансированности» регуляции хемокинов. В ходе ROC-анализа были выявлены по-
тенциальные биомаркеры ХП легкой степени. Диагностическая чувствительность и диагностическая 
специфичность составили для СXCL1 91 и 75% соответственно, СXCL8 и СXCL12 – 95 и 75%, ССL2 – 
82 и 75%. Полученые данные свидетельствуют о том, что саливарные хемокины СXCL1, СXCL8, 
СXCL12, ССL2 могут рассматриваться в качестве потенциальных биомаркеров хронического паро-
донтита легкой степени. 

Ключевые слова: хемокины, ротовая жидкость, хронический пародонтит, чувствительность, специфичность
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CLINICAL VALUE OF ORAL FLUID CHEMOKINES IN CHRONIC 
PERIODONTITIS
Bazarny V.V., Mandra Yu.V., Polushina L.G., Maksimova A.Yu., 
Svetlakova E.N.
Ural State Medical University, Ekaterinburg, Russian Federation

Abstract. Activation of cytokine network is one of the key mechanisms in immunopathogenesis of chronic 
periodontitis (CP), a common dental disease. Therefore, the study of the proteomic (including cytokine) profile 
of saliva is not coincidentally considered among global research areas in periodontology. However, the existing 
data on the contents of cytokines / chemokines in oral fluid (OF) in CP are contradictory. This ambiguity of 
the results can be associated both with a variety of methodological approaches to the cytokine determination, 
and with different severity of CP in the studied cohorts of patients. Moreover, recent systematic reviews and 
meta-analyses show that clinical value of chemokines in CP is also not yet determined thus indicating a need 
for future research in this area. 

The aim of this study was to assess clinical and diagnostic value of some chemokines from oral fluid in chronic 
mild periodontitis. The work was based on a study of 18 patients diagnosed with mild chronic periodontitis 
(MCD-10 K05.3) and 12 practically healthy volunteers with relatively intact periodontal tissue. The diagnosis 
was based on standard clinical and radiological criteria. In all cases the levels of 8 chemokines were determined 
using multiparametric fluorescence analysis with magnetic microspheres (xMAP technology, Luminex 200, 
USA). Statistical analysis was carried out by methods of non-parametric statistics. To determine the predictive 
value of the test, ROC analysis was performed.

It has been shown that CP is accompanied by increased levels of CXCL1 (5.5-fold), CXCL8 (8.1-fold), 
CXCL12 (3.5-fold), CCL2 (2.7-fold). At the same time, the level of other chemokines did not change 
significantly. There was a lack of correlations between individual parameters in the group of patients with CP, 
in contrast to the control group, thus, probably reflecting disturbed mechanisms of “balance” regulation of 
chemokines. By means of ROC analysis, highly sensitive biomarkers of chronic mild periodontitis were identified. 
The diagnostic sensitivity and diagnostic specificity were for CXCL1 (91 and 75%, respectively), CXCL8 and 
CXCL12 (95 and 75%), CCL2 (82 and 75%). The data obtained indicate that the salivary chemokines CXCL1, 
CXCL8, CXCL10, CXCL12, CCL2 can be considered potential biomarkers of mild chronic periodontitis. 

Keywords: chemokines, oral fluid, chronic periodontitis, sensitivity, specificity

Данная работа проводилась в рамках государ-
ственного задания «Иммунорегуляция и имму-
нологический мониторинг реакций повреждения 
и восстановления тканей полости рта», № госре-
гистрации АААА-А18-118042890061-4.

Введение
Хронический пародонтит (ХП) остается од-

ним из самых распространенных заболеваний на 
планете, им поражено до 95% населения, при-
чем тяжелая форма, в зависимости от клиниче-
ских подходов к диагностике и от характеристик 
конкретной изучаемой популяции, встречается у 
7-20% пациентов [12, 17]. Заболевание возника-
ет в результате нарушения баланса содержания 
в микробиоме полости рта пародонтопатогенов 
и иммунной системы человека. Пародонтопа-
тогенные микроорганизмы индуцируют воспа-
лительный процесс, который способствует раз-
рушению опорных тканей вокруг зубов, потере 
соединительной ткани и коллагена в десне, раз-
рушению периодонтальной связки и резорбции 
альвеолярной кости. При этом воспаление па-
родонта имеет системные эффекты, оно оказы-

вает негативное воздействие на другие органы и 
способствует развитию различных заболеваний 
[7, 11, 17]. Установлено, что одним из ключевых 
механизмов развития и прогрессирования ХП 
является активация цитокиновой сети. Цитоки-
ны «рекрутируют» в очаг воспаления иммуно-
компетентные клетки, усиливают экспрессию 
молекул эндотелиальной адгезии и индуцируют 
целый каскад последующих патофизиологиче-
ских реакций [2, 8, 16, 24, 25, 26, 27, 33]. Поэто-
му исследование протеомного профиля слюны 
признано одним из глобальных направлений 
исследований в пародонтологии [14, 29]. Неслу-
чайно в последние 10-20 лет появилось огром-
ное количество публикаций, показывающих, что 
ротовая жидкость (РЖ) или смешанная слюна 
является важным источником информации для 
неинвазивной диагностики [1, 9]. Многие авто-
ры предлагают использовать уровень саливарных 
цитокинов в качестве биомаркеров ХП [5, 6, 18, 
20, 22]. В частности, в проведенных ранее нами 
исследованиях было оценено клинико-диагно-
стическое значение IL-2, IL-4, IL-6 и IL-17 в РЖ 
при ХП [2, 3]. Менее изучен при ХП другой класс 
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цитокинов – суперсемейство хемокинов. Пред-
ставленные в авторитетных публикациях данные 
по этому вопросу нередко противоречивы. Так, 
одни авторы отмечают повышение уровня ин-
терлейкина-8 (IL-8), моноцитарного хемотакси-
ческого белка (CCL2, MCP-1), макрофагального 
белка воспаления (ССL3, MIP-1a) в слюне и дес-
невой жидкости при ХП [9, 10, 13, 23, 36]. Другие 
авторы не обнаружили значительного изменения 
концентрации указанных белков в РЖ [16, 20, 25, 
35]. Эта неоднозначность результатов может быть 
связана как с разнообразием методических под-
ходов при определении хемокинов, так и с осо-
бенностями когорт обследованных пациентов, 
различающихся, например, разной тяжестью ХП. 
Кроме того, в систематических обзорах, метаана-
лизах последних лет вопрос о клинической цен-
ности хемокинов при хроническом пародонтите 
также не решен однозначно, что связано с каче-
ством и объемами проведенных исследований 
и указывает на необходимость дальнейших ис-
следований в данной области [6, 19, 32, 34]. Это 
определило цель работы – установить клинико-
диагностическое значение определения некото-
рых саливарных хемокинов РЖ при ХП легкой 
степени тяжести.

Материалы и методы
Работа основана на результатах проспектив-

ного исследования 18 пациентов, которым на 
основании клинико-рентгенологических кри-
териев в соответствии с клиническим рекомен-
дациями (протоколами лечения) при диагнозе 
пародонтит, утвержденных Стоматологической 
Ассоциацией России (2013) с изменениями и до-
полнениями на основании постановления № 15 
Совета «Стоматологической Ассоциацией Рос-
сии» от 30.09.2014, актуализированные 02.08.2018 
[http://www.e-tomatology.ru/director/protokols/]. 
был установлен диагноз хронический пародонтит 
легкой степени (K05.3 по МКБ-10), Степень за-
болевания устанавливали в соответствии с тради-
ционной «Ереванской» классификацией (1983) и 
учетом новой классификации, представленной на 
EuroPerio-2018 (Needeleman, Tonetti и соавт.) на 
основе стадии процесса в зависимости от уровня 
потери клинического прикрепления, рентгено-
логической потери костной ткани и потери зуба. 
Контрольную группу составили 12 практических 
здоровых добровольцев с относительно интакт-
ным пародонтом. Поло-возрастная структура и 
характер сопутствующей заболеваемости обсле-
дованных в группах достоверно не отличались. 
Наряду со стандартным клиническим обследова-
нием оценивались стоматологические индексы: 
папиллярно-маргинально-альвеолярный индекс 
(ПМА) в модификации C. Parma (1960) и пара-
донтальный индекс Рассела (ПИ).

Критериями включения в основную группу 
были: возраст пациента 18-50 лет, общесомати-
ческое состояние пациентов в стадии компенса-
ции, пациенты, обратившиеся к стоматологу с 
жалобами на кровоточивость десен, пациенты на 
поддерживающей пародонтальной терапии.

Нестимулированную РЖ получали не ранее 
чем через 2 часа после приема пищи и полоскания 
полости рта, собирали в пробирки SalivaCapsSet. 
Пробирки маркировались, замораживались и 
хранились при температуре -20 °С. Перед иссле-
дованием биологический материал разморажива-
ли и центрифугировали 15 минут при 1500 обо-
ротов/мин. 

В РЖ определяли содержание хемокинов, 
представленных в таблице 1. 

Концентрацию саливарных хемокинов опре-
деляли методом мультипараметрического флуо-
ресцентного анализа с магнитными микросфе-
рами (технология xMAP, Luminex 200, США) 
с использованием тест-системы ProcartaPlex 
Human Cytokine/Chemokine (Invitrogen, США). 
Исследование выполняли согласно протоколу 
производителя. Биологический образец инкуби-
ровали в 96-луночном планшете со смесью окра-
шенных инфракрасными флуоресцентными кра-
сителями магнитных микросфер, нагруженных 
моноклональными антителами, специфичных 
для исследуемых хемокинов, и стрептавидин-R-
фикоэритрином (RPE). Полученную суспензию 
анализировали с помощью проточной камеры 
Luminex 200. Для обнаружения магнитных ча-
стиц прибор Luminex имеет два лазера: красный 
для различения спектральной сигнатуры, зеле-
ный для определения количества флуоресцен-
ции RPE, которое пропорционально количеству 
белка, присутствующего в образце. Концентра-
цию каждого хемокина рассчитывали на основе 
средней интенсивности флуоресценции частиц 
по калибровочному графику. Результаты обраба-
тывались с помощью программного обеспечения 
xPONENT.

Статистический анализ результатов показал, 
что выборки не подчиняются закону нормально-
го распределения, поэтому при статистическом 
анализе использовали непараметрические крите-
рии: медиана (Ме) и межквартильный диапазон 
(Q0,25-Q0,75). Для выявления различий количе-
ственных признаков между группами использо-
вали непараметрический двусторонний критерий 
Манна–Уитни. Для установления взаимосвязей 
между параметрами применили корреляционный 
анализ с определением коэффициента корреля-
ции Спирмена, значения которого интерпрети-
ровали в соответствии со шкалой Чеддока. Также 
был проведен ROC-анализ для определения кли-
нической (диагностической) чувствительности 
(ДЧ) и специфичности (ДС) изучаемых показате-
лей. Для решения задач многомерной статисти-
ки использовали программу Gretal (http://gretl.
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sourceforge.net/ru.html), для расчета диагности-
ческих характеристик – приложение для Excel 
2007 – Analyse-it.

Клиническое обследование и лечение паци-
ентов проведено в стоматологической клинике 
ФГБОУ ВО УГМУ Минздрава России (главный 
врач – д.м.н. Мягкова Н.В.) При проведении ис-
следований сoблюдались этические принципы, 
принятые Хельсинской Декларацией Всемирной 
Медицинской Ассоциации (2000). Проведение 
данного исследования было одобрено локальным 
этическим комитетом ФГБОУ ВО УГМУ Минз-
драва России от 16.12.2018 г. (протокол № 10). 

Результаты
Пациентам проведено стоматологическое 

обследование с индексной оценкой состояния 
пародонта (индексы ПМА и ПИ). Стоматоло-
гические индексы являются объективными по-
казателями состояния полости рта. Они были 
заметно повышены у пациентов с ХП (табл. 2), 
например ПМА – в 4,5 раза, что подтверждает 
корректность установленного диагноза, отражает 
степень воспаления десны. ПИ, который в основ-
ной группе повышен в 3,5 раза, свидетельствует о 
выраженном ухудшении пародонтального здоро-
вья: разрушение эпителиального прикрепления, 
образование десневых карманов с последующей 
резорбцией альвеолярной кости, нарушение 
опорно-удерживающей функции пародонта, что 
указывает на тяжесть заболевания.

Пародонтогенные микроорганизмы вызыва-
ют целый каскад иммунопатофизиологических 
реакций, ведущих к повреждению тканей паро-

донта. В частности к ним относится активация 
цитокиновой сети и увеличение в РЖ уровня 
провоспалительных цитокинов [8, 16, 21, 24]. 
В фокусе данной работы были, как указано выше, 
хемокины двух семейств (табл. 3). 

Определение саливарных хемокинов у паци-
ентов с ХП показало повышение уровня СXCL1 
(GROa) в 5,5 раза, СXCL8 (IL-8) в 8,1 раза, 
СXCL12 (SDF-1) – в 3,5 раза, ССL2 (MCP-1) – 
в 2,7. Уровень других факторов: IP-10, MIP-1a, 
RANTES и Eotaxin не изменялся.

Учитывая, что хемокины представляют собой 
сложно устроенную сеть [36], нами был прове-
ден корреляционный анализ зависимости между 
концентрацией тех хемокинов, уровень которых 
в РЖ при ХП был повышен (табл. 4).

В контрольной группе во всех парах призна-
ков зависимость была заметной, в то время как 
при ХП сила связи по Чеддоку была менее вы-
раженной по силе и статистически незначимой 
(р > 0,05). Можно предположить, что отсутствие 
корреляционных связей между отдельными па-
раметрами в группе пациентов отражает наруше-
ние механизмов регуляции продукции хемоки-
нов при ХП.

Полученные нами данные о сдвигах в концен-
трации саливарных хемокинов ставят вопрос об 
их клинической ценности как потенциальных 
биомаркеров легкой степени ХП. Современным 
инструментом для его объективного решения 
является ROC-анализ, которому мы подвергли 
только те параметры, изменения которых оцени-
ли как значимые у пациентов (табл. 5).

ТАБЛИЦА 1. ПЕРЕЧЕНЬ ОПРЕДЕЛЯЕМЫХ В ИССЛЕДОВАНИИ ХЕМОКИНОВ
TABLE 1. LIST OF CHEMOKINES DETERMINED IN THE STUDY

Семейство
Kind

Название
Name

Синоним
Synonym

СXC

СXCL1 GROaa – росторегулирующий онкоген альфа 
GROa, growth-regulating oncogene alpha

СXCL8 IL-8 – интерлейкин-8
IL-8, interleukin-8

СXCL10 IP-10 – гамма-интерферон индуцируемый белок-10
IP-10, interferon gamma inducible protein-10

СXCL12 SDF-1 – фактор стромальных клеток-1
SDF-1, stromal cell factor-1

СС

ССL2 MCP-1 – моноцитарный хемотаксический белок 1
MCP-1, monocytic chemotactic protein 1

ССL3 MIP-1a – макрофагальный белок воспаления альфа
MIP-1a, macrophage inflammatory protein alpha

ССL5
RANTES – хемокин, экспрессируемый и секретируемый 

Т-лимфоцитами при активации
RANTES, chemokine expressed and secreted by T lymphocytes upon activation

ССL11 Eotaxin – эозинофильный хемотаксический белок
Eotaxin, eosinophilic chemotactic protein
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ТАБЛИЦА 2. ИНДЕКСЫ СТОМАТОЛОГИЧЕСКОГО ЗДОРОВЬЯ У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКИМ ПАРОДОНТИТОМ,  
Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. INDICES OF DENTAL HEALTH IN PATIENTS WITH CHRONIC PERIODONTITIS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатель 
Index

Контрольная группа
Control group

Основная группа
Main group

PMA 10 (2-15) 45 (40-48)
р = 0,005

ПИ
PI 0,1 (0-0,3) 3,6 (2,1-3,9)

р = 0,004

ТАБЛИЦА 3. КОНЦЕНТРАЦИЯ ХЕМОКИНОВ В РЖ ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ПАРОДОНТИТЕ
TABLE 3. CONCENTRATION OF CHEMOKINES IN THE ORAL FLUID OF PATIENTS WITH CHRONIC PERIODONTITIS 

Хемокины, пкг/мл
Chemokines, pkg/ml

Контрольная группа
Сontrol group

ХГП (основная группа)
Chronic generalized periodontitis 

(main group)
p

СXCL1 (GROaa) 23,9
19,3-75,1

132,1
107,5-185,5 р < 0,05

СXCL8 (IL-8) 80,9
19,7-429,5

656,4
436,1-798,2 р < 0,05

СXCL10 (IP-10) 125,7
64,0-117,5

89,2
33,5-148,0 р > 0,05

СXCL12 (SDF-1) 346,1
256,2-943,3

1210,2
1076,3-1827,0 р < 0,05

ССL2 (MCP1) 220,4
179,1-285,9

585,1
429,5-976,2 р < 0,05

ССL3 (MIP1aa) 0,6
0,1-2,3

1,8
1,4-5,1 р > 0,05

ССL5 (RANTES) 1,5
0,1-4,6

6,5
2,9-8,4 р > 0,05

CCL11 (Eotaxin) 5,6
3,0-7,5

6,4
3,3-8,1 р > 0,05

Как следует из данных таблицы 5, SDF-1 и 
IL-8 являются высокочувствительными биомар-
кероами легкого ХП, а GROa и MCP-1 – доста-
точно специфичными. В целом все из четырех 
использованных параметров могут рассматри-
ваться на роль кандидатов биомаркеров ХП. 

Обсуждение
Хемокины обладают широким спектром био-

логической активности. Они активно участвуют 
в различных патогенетических механизмах ХП – 
активируют миграцию различных видов иммуно-
компетентных клеток в очаг воспаления, стиму-
лируют остеокаластическую деструкцию костной 
ткани, индукцию повреждения мягких тканей па-
родонта [23, 32, 36]. Поэтому не удивителен инте-
рес к хемокинам, в том числе – содержащимся в 
РЖ, как лабораторным диагностическим тестам.

Исследование РЖ является одним из путей 
получения достоверной и объективной инфор-
мации о состоянии организма человека, в том 

числе – полости рта. На этом основано новое 
направлению неинвазивной диагностики – «са-
ливарная протеомика». В настоящее время полу-
чены данные о повышенном содержании в РЖ 
цитокинов, острофазовых белков, различных ме-
таболитов и ферментов при ХП и других заболе-
ваниях [1, 4, 22, 26, 27]. В публикациях последних 
лет обсуждается вопрос о клинической ценности 
хемокинов. Одни авторы считают их биомарке-
рами заболевания, другие полагают, что количе-
ство и качество опубликованных работ требуют 
продолжение исследований в этой области [9, 10, 
11, 15]. Этим была определена актуальность дан-
ного исследования.

Как следует из полученных нами данных, 
определение концентрации СXCL1(GROa), 
СXCL8 (IL-8), СXCL10 ((IP-10), СXCL12 (SDF- 1), 
ССL2 (MCP-1) в РЖ при ХП имеют достаточно 
высокие значения ДЧ и ДС: 82-95% и 70-75% со-
ответственно (при установленных критических 
значениях cut off). На этом основании можно за-
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ключить, что уровень данных саливарных хемо-
кинов может иметь диагностическое значение 
и использоваться в лабораторном мониторинге 
пациентов с ХП, в частности – для выявления 
рецидива заболевания и оценки эффективности 
терапии, хотя критические значения показателей 
в последнем случае требуют уточнения.

В целом, полученные данные в основном со-
впадают с полученными ранее другими авторами 
относительно повышения или отсутствия выра-
женных сдвигов в РЖ уровня изученных хемоки-
нов [18, 20, 25, 30, 31, 35]. Кроме того, аналогич-
ные изменения экспрессии данных хемокинов 
установлены и непосредственно в тканях паро-
донта [28]. Однако нельзя не отметить и некото-
рую противоречивость полученных нами данных, 
которые не вполне согласуются с выявленным ра-
нее подъемом уровня RANTES, СXCL12 (SDF- 1) 

и GRO что вероятно, характерно для пациентов 
с более тяжелым течением парадонтита, у паци-
ентов с метаболическим синдромом и другой со-
путствующей патологией [13, 30]. 

Таким образом, саливарные хемокины 
СXCL1, СXCL8, СXCL10, СXCL12, ССL2 могут 
рассматриваться в качестве биомаркеров хрони-
ческого пародонтита легкой степени. В то же вре-
мя очевидно, что переход высокочувствительных 
технологий определения биомаркеров из лабора-
тории в стоматологическую клинику требует ис-
следований по уточнению их кртических уровней 
(cut-off), валидации получаемых новых данных, 
связанных с оценкой пародонтального здоровья. 

Конфликт интересов
Авторы декларируют отсутствие явных и по-

тенциальных конфликтов интересов, связанных 
с публикацией настоящей статьи. 

ТАБЛИЦА 5. ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ КОНЦЕНТРАЦИИ ХЕМОКИНОВ В РЖ
TABLE 5. DIAGNOSTIC EFFICIENCY OF CHEMOKINE CONCENTRATION IN ORAL FLUID

Показатель
Index

Критическое значение
Critical value

ДЧ
Diagnostic sensitivity

ДС
Diagnostic specificity

СXCL1 (GROaa) 100 91 75
ССL2 (MCP-1) 400 82 75
СXCL12 (SDF-1) 400 95 70
СXCL8 (IL-8) 250 95 70

ТАБЛИЦА 4. КОРРЕЛЯЦИОННАЯ СВЯЗЬ МЕЖДУ УРОВНЕМ НЕКОТОРЫХ ХЕМОКИНОВ
TABLE 4. CORRELATION BETWEEN THE LEVEL OF SOME CHEMOKINES

Пара признаков
Couple of signs

Коэффициент корреляции Спирмена
Spearman΄s correlation coefficient

Контрольная группа
Control group

ХГП (основная группа)
Chronic generalized periodontitis 

(main group)
СXCL12 – ССL2 -0,800; р < 0,05 0,382; р > 0,05
СXCL1 – СXCL12 0,800; р < 0,05 0,582; р > 0,05
СXCL1 – ССL2 -0,400; р < 0,05 0,050; р > 0,05
СXCL8 – СXCL12 0,800; р < 0,05 0,025; р > 0,05
СXCL8 – ССL2 -0,400 р < 0,05 0,750; р > 0,05
СXCL8 – СXCL1 0,990; р < 0,05 0,143; р > 0,05
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РЕСПУБЛИКАНСКИЙ РЕГИСТР ПЕРВИЧНЫХ 
ИММУНОДЕФИЦИТОВ В ЧУВАШСКОЙ РЕСПУБЛИКЕ 
И ОПИСАНИЕ НАРУШЕНИЯ ПОСТВАКЦИНАЛЬНОГО 
ИММУНИТЕТА У БЕРЕМЕННОЙ ПАЦИЕНТКИ С ОБЩЕЙ 
ВАРИАБЕЛЬНОЙ ИММУННОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТЬЮ
Карзакова Л.М.1, Мучукова О.М.1, 2, Луткова Т.С.1, Кудряшов С.И.1, 
Журавлева Н.В.1, Ухтерова Н.Д.1, Гаврилова Э.С.1, Сидоров И.А.3, 
Одинцова А.В.1
1 ФГБОУ ВО «Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова», г. Чебоксары, Чувашская 
Республика, Россия  
2 БУ «Республиканская клиническая больница» Министерства здравоохранения Чувашской Республики, 
г. Чебоксары, Чувашская Республика, Россия  
3 БУ «Республиканская детская клиническая больница» Министерства здравоохранения Чувашской 
Республики, г. Чебоксары, Чувашская Республика, Россия

Резюме. В последние годы первичные иммунодефициты из разряда редко встречающихся забо-
леваний переходят в число заболеваний, с которыми может встретиться врач любой специально-
сти. Первый случай первичных иммунодефицитных заболеваний (ПИДЗ) был выявлен в Чувашии в 
1993 г. С тех пор на кафедре внутренних болезней с курсом клинической иммунологии Чувашского 
государственного университета имени И.Н. Ульянова ведется регистрация всех диагностированных 
в регионе случаев ПИДЗ с внесением их в Республиканский регистр ПИДЗ. Целью настоящего ис-
следования явилось изучение эпидемиологических показателей, клинико-лабораторных проявлений 
ПИДЗ на территории Чувашии. Материалом исследования служили данные о больных, полученные 
в ходе ретроспективного анализа 85 историй болезни больных ПИДЗ, находившихся на стационар-
ном лечении в различных отделениях БУ «Республиканская клиническая больница» и БУ «Город-
ская детская клиническая больница» Минздрава Чувашии в 2000-2019 гг., а также 49 амбулаторных 
карт пациентов, включенных в региональный регистр ПИДЗ. Диагностику различных форм ПИДЗ 
осуществляли в соответствии с критериями, разработанными Европейским Обществом по имму-
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нодефицитам и Панамериканской группой по иммунодефицитам (1999). Результаты исследования 
показали, что частота распространенности ПИДЗ в регионе составляет 3,4:100 000. Заболеваемость 
наиболее распространенной формы ПИДЗ в регионе – общей вариабельной иммунной недостаточ-
ности (ОВИН) – составила 1,58 на 100 000 населения. Средний возраст на момент постановки диа-
гноза ОВИН у больных Чувашии равнялся 30,4±16,1 годам, возраст дебюта ОВИН – 11,3±15,0 годам. 
Задержка постановки диагноза с момента клинической манифестации ОВИН составила в регионе в 
среднем 17,9 лет. На момент выставления диагноза ОВИН у больных обнаруживалось выраженное 
снижение уровней иммуноглобулинов 3-х или 2-х классов (IgG и IgА) и содержания в перифериче-
ской крови Т-хелперных клеток (CD3+CD4+). Показатель распространенности селективного дефи-
цита IgA, проявляющегося клинически, составил 0,83 на 100 000 населения региона, частота встре-
чаемости бессимптомной формы данного ПИДЗ – 1:167. У пациентов с селективным дефицитом IgА 
обнаруживались нарушения в Т-клеточной системе, проявляющиеся в уменьшении относительного 
числа цитотоксических Т-клеток. Уровни IgG и IgМ оказались повышены. Возраст постановки диа-
гноза X-сцепленной агаммаглобулинемии в регионе составил 3,5±3,0 года. Помимо нарушения в гу-
моральном звене адаптивного иммунитета у детей с данным заболеванием выявлялось уменьшение 
абсолютного числа Т-лимфоцитов. В заключение приведено описание нарушения поствакцинально-
го иммунитета у беременной пациентки с ОВИН, бессимптомное течение которой привело к ложной 
трактовке показателей серологических маркеров ТОРЧ-инфекций и ошибкам в тактике ведения бе-
ременности.

Ключевые слова: регистр первичных иммунодефицитов, ОВИН, селективный дефицит IgA, X-сцепленная 
агаммаглобулинемия, поствакцинальный иммунитет

REPUBLICAN REGISTRY OF PRIMARY IMMUNE DEFICIENCIES 
IN THE CHUVASH REPUBLIC AND DESCRIPTION OF 
POSTVACCINAL IMMUNITY DISORDERS IN A PREGNANT 
PATIENT WITH COMMON VARIABLE IMMUNE DEFICIENCY
Karzakova L.M.a, Muchukova O.M.a, b, Lutkova T.S.a, Kudryashov S.I.a, 
Zhuravleva N.V.a, Ukhterova N.D.a, Gavrilova E.S.a, Sidorov I.A.c, 
Odintsova A.V.a
a I. Ulyanov Chuvash State University, Cheboksary, Chuvash Republic, Russian Federation  
b Republican Clinical Hospital, Cheboksary, Chuvash Republic, Russian Federation  
c Republican Pediatric Clinical Hospital, Cheboksary, Chuvash Republic, Russian Federation

Abstract. In recent years, primary immunodeficiencies have turned from the class of rare diseases to the 
category of more common disorders which may be encountered by doctors of any clinical discipline. The first 
case of primary immunodeficiency disorder (PID) in Chuvashia was detected in 1993. Since that time, the 
Department of Internal Diseases with the Course of Clinical Immunology at the I. Ulyanov Chuvash State 
University registered all the cases of PID diagnosed in the region, introducing them into the Republican Registry 
of PID. The study was aimed for searching epidemiological indexes, clinical and laboratory manifestations of 
PID in Chuvash region. The study was based on the patient data obtained by retrospective analysis of 85 case 
histories of PID patients, treated at different departments of the Republican Clinical Hospital, and the City 
Chuvash Pediatric Clinical Hospital of Public Health Ministry in 2000-2019, as well as on 49 outpatient records 
of the patients included into the Regional PID Registry. Various forms of PIDs were diagnosed according 
to the criteria developed by the European Society for Immunodeficiency and the Pan-American Group on 
Immunodeficiency (1999). The results of this study showed that the incidence of PID in the Chuivash Region 
is 3.4:100,000. The incidence of common variable immune deficiency (CVID), the most common form of 
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PID in the region, was 1.58 per 100,000 population. The average age at the time of CVID diagnosis in Chuvash 
patients was 30.4±16.1 years, and the age of CVID debut was 11.3±15.0 years. The delay in proper diagnosis 
from the moment of clinical manifestation of CVID was, on average, 17.9 years in the region. At the time of 
CVID diagnosis, the patients showed marked decrease in the levels of 3 or 2 immunoglobulin classes (IgG and 
IgA), and T-helper cell contents (CD3+CD4+) in peripheral blood. Prevalence of selective IgA deficiency with 
сlinical symptoms was 0.83 per 100,000 population of the region, and the incidence of the asymptomatic form 
of this PID was 1 : 167. In patients with selective IgA deficiency, there were also disorders in the T cell system 
manifesting as decreased relative number of cytotoxic T-cells as well as elevated IgG and IgM levels. The age 
of diagnosis of X-linked agammaglobulinemia in the region was 3.5±3.0 years. In addition to disturbances of 
humoral adaptive immunity in children with this disease, a decrease in absolute T cell numbers was detected. 
In conclusion, the article describes disturbances of postvaccinal immunity in a pregnant patient with CVID, 
with asymptomatic clinical course, thus leading to false interpretation of the serological markers of TORCH 
infections and wrong strategy of pregnancy management.

Keywords: register of primary immunodeficiency, CVID, selective IgA deficiency, X-linked agammaglobulinaemia, postvaccinal 
immunity

Введение
В последние годы первичные иммунодефи-

циты (ПИД) из разряда редко встречающихся 
заболеваний переходят в число заболеваний, 
с которыми может встретиться в клинической 
практике врач любой специальности. Первичное 
иммунодефицитное заболевание (ПИДЗ) свя-
зано с врожденным дефектом какого-либо ком-
понента иммунного ответа, в ряде случаев – с 
комбинацией дефектов нескольких звеньев им-
мунного ответа, что обусловливает повышенную 
восприимчивость к инфекциям, склонность к 
развитию аллергических, аутоиммунных, лимфо-
пролиферативных синдромов и злокачественных 
опухолей. К настоящему времени известно 430 
различных форм ПИДЗ [16]. Полиморфность 
клинической картины, незнание реальной рас-
пространенности и трудности распознавания 
ПИДЗ обусловливают позднюю диагностику за-
болеваний данной группы, что приводит к раз-
витию хронических очагов инфекции, тяжелых 
инфекционных осложнений, необратимых из-
менений в органах, ухудшению прогноза заболе-
ваний и инвалидизации пациентов. В Чувашии 
первый случай ПИДЗ был выявлен в 1993 г. Это 
был случай общей вариабельной иммунной недо-
статочности (ОВИН) у пациента Г. 34 лет. С тех 
пор на кафедре внутренних болезней с курсом 
клинической иммунологии Чувашского государ-
ственного университета им. И.Н. Ульянова ведет-
ся регистрация всех диагностированных в Чуваш-
ской Республике случаев ПИДЗ с внесением их в 
Республиканский регистр ПИДЗ. Прошло 26 лет 
с момента диагностики первого случая ПИДЗ, 
однако до сих пор не проведена систематизация 

региональных данных по заболеваемости ПИДЗ 
в Чувашии. 

Цель исследования – анализ эпидемиологиче-
ских показателей, клинико-лабораторных про-
явлений ПИДЗ на территории Чувашской Респу-
блики.

Материалы и методы 
Материалом исследования служили данные о 

больных, полученные в ходе ретроспективного 
анализа 85 историй болезни больных ПИДЗ, нахо-
дившихся на стационарном лечении в различных 
отделениях БУ «Республиканская клиническая 
больница» и БУ «Городская детская клиниче-
ская больница» Министерства здравоохранения 
Чувашской Республики в 2000-2019 гг. и 49 ам-
булаторных карт пациентов, включенных в Ре-
спубликанский регистр ПИДЗ. Преобладающая 
часть пациентов детского возраста, состоящих в 
Республиканском регистре, была обследована в 
Национальном медицинском исследовательском 
центре детской гематологии, онкологии и имму-
нологии им. Д. Рогачева (Москва), заболевания 
были подтверждены на молекулярно-генетиче-
ском уровне. Нами проведен анализ эпидемиоло-
гических данных по различным формам ПИДЗ, 
изучены клинико-иммунологические особенно-
сти ПИДЗ на территории Чувашской Республи-
ки. Лабораторные показатели группы больных 
ПИДЗ сравнивали с таковыми двух контрольных 
групп – контрольной группы 1, которая вклю-
чала практически здоровых лиц в возрасте от 16 
до 65 лет, и контрольной группы 2, включавшей 
практически здоровых детей от 2 до 5 лет. 

Диагностику различных форм ПИДЗ осу-
ществляли в соответствии с критериями, разра-
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ботанными Европейским обществом по имму-
нодефицитам и Панамериканской группой по 
иммунодефицитам в 1999 г. [9].

Методы регистрации лабораторных показателей
Предварительно выделяли из венозной кро-

ви мононуклеарные клетки (МНК) с исполь-
зованием градиента плотности (ρ = 1,077 г/см3) 
фиколла-верографина, затем проводили иденти-
фикацию Т-лимфоцитов (СD3+), В-лимфоцитов 
(СВ20+) и субпополяций Т-лимфоцитов – 
СD3+СD4+, СD3+СD8+ клеток методом пря-
мой иммунофлюоресценции на проточном ци-
тометре Fc500 («Beckman Coulter», США). При 
этом использовали моноклональные антитела 
(МКАТ) к соответствующим дифференцировоч-
ным маркерам – CD3, CD20, CD4, CD8, CD20 и 
флуоресцирующие красители – флуоресцеина-
5-изотиоционат (ФИТЦ) и R-фикоэритрин (РЕ) 
(Beckman Coulter, США). Все этапы иммунофе-
нотипирования МНК с использованием МКАТ 
выполняли в соответствии с инструкцией произ-
водителя МКАТ. 

Определение содержания иммуноглобулинов 
IgA, IgG и IgM осуществляли в сыворотке крови 
иммунотурбидиметрическим методом на автома-
тическом биохимическом анализаторе ILab 650 
(Япония, Италия). 

Этическая экспертиза
Перед началом исследования получали от 

больных (или родителей больных детей), а также 
от здоровых лиц добровольное информированное 
согласие на исследование в письменной форме. 
Протокол исследования был одобрен Этическим 
комитетом при ФГБОУ ВО «Чувашский государ-
ственный университет имени И.Н. Ульянова».

Статистический анализ
Полученные в ходе исследования данные об-

рабатывали с помощью пакета статистических 
программ Statistica v. 10.0 (StatSoft Inc., США). 
Предварительно проверяли полученные значе-
ния изучаемых показателей на соответствие пра-
вильному распределению по методу Колмогоро-
ва–Смирнова с поправкой Лиллиефорса. При 
установлении неправильного (асимметричного) 
распределения значений использовали непара-
метрический критерий Манна–Уитни (pm-w) для 
оценки достоверности межгрупповых различий 
показателей и групповые показатели выражали в 
виде медианы (Ме) и перцентильного диапазона 
значений в пределах от 10-го перцентиля до 90-го 
перцентилей (Q0,10-Q0,90). При правильном рас-
пределении совокупности значений показателей 
в группах данные выражали в формате М±SD, 
где М – средняя арифметическая, SD – средне-
квадратичное отклонение. 

Результаты
Клинико-эпидемиологические показатели 
За период времени с 1993 г. по январь 2020 г. 

зарегистрировано 49 случаев врожденных дефек-
тов иммунной системы у жителей Чувашии, из 
них 42 пациента живы, а семерых нет в живых по 
причине смерти из-за инфекционных и других 
осложнений. 20 пациентов внесены в «Регистр 
больных с первичными иммунодефицитными со-
стояниями (РПИДС)», созданный на платформе 
Rosmed.info в 2017 г. по инициативе «Националь-
ной Ассоциации Экспертов в области Первичных 
Иммунодефицитов (НАЭПИД)». Заболеваемость 
ПИДЗ на территории Чувашии с численностью 
населения около 1 200 000 человек составляет 3,4 
на 100 000 человек. В Республиканском регистре 
ПИДЗ преобладают случаи ОВИН (26 человек). 
Заболеваемость ОВИН с клиническими прояв-
лениями составляет 1,58 на 100 000 населения, 
на втором месте по частоте встречаемости – се-
лективный дефицит IgA (10 человек) с показате-
лем заболеваемости клинически проявляющихся 
случаев заболевания – 0,83 на 100 000 населения. 
На третьем месте по показателю распространен-
ности – X-сцепленная агаммаглобулинемия, или 
болезнь Брутона (4 человека) и наследственный 
ангионевротический отек (4 человека). На долю 
остальных форм ПИДЗ приходится 5 случаев: 2 
случая синдрома Луи–Бар, по одному случаю 
синдрома ДиДжорджи, синдрома Вискотта–Ол-
дрича и гипер-IgE-синдрома. В регистр не вклю-
чены дети с транзиторной гипогаммаглобулине-
мией раннего возраста. Это связано с отсутствием 
четких критериев диагностики этой формы 
ПИДЗ и со сложностями в ее дифференциации 
от вторичных иммунодефицитных состоя ний у 
детей до 3 лет. 

Среди больных ПИДЗ в Чувашии преоблада-
ют взрослые пациенты – 39 человек (79,6%), что 
можно объяснить высокой представленностью 
в Республиканском регистре ПИДЗ больных 
ОВИН и селективным дефицитом IgA, диагно-
стируемых преимущественно на третьем десятке 
жизни (табл. 1).

Случаи ОВИН манифестировали чаще всего 
(69,2%) повторными пневмониями, требовав-
шими длительной антибиотикотерапии; риноси-
нуситами (50%) и бронхитами (50%). На момент 
постановки диагноза ОВИН у пациентов име-
лись признаки хронического гнойного бронхита, 
риносинусита, рецидивирующего мезотимпани-
та, возраст варьировал от 10 до 62 лет. Диагноз 
ОВИН был выставлен в среднем спустя 17,9 лет 
после возникновения первых клинических про-
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явлений. Инфекционный синдром проявлялся 
помимо респираторных инфекций рецидивиру-
ющим фурункулезом (у 4 больных), гениталь-
ным герпесом (у 3 пациентов), опоясывающим 
лишаем (у 3 пациентов). Наличие бронхоэктазов 
у половины больных затрудняло санацию респи-
раторной системы. В наблюдаемой нами когорте 

пациентов с ОВИН пяти больным была проведе-
на резекция пораженных бронхоэктазами долей 
легких. У 17 (65%) больных наблюдались желу-
дочно-кишечные заболевания (хронический га-
стрит, энтерит, аденокарцинома желудка, мальаб-
сорбция). Помимо инфекционного синдрома у 
больных ОВИН был распространен лимфопро-

ТАБЛИЦА 1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ГРУПП ПАЦИЕНТОВ С НАИБОЛЕЕ ЧАСТО ВСТРЕЧАЮЩИМИСЯ ФОРМАМИ 
ПИДЗ 
TABLE 1. GENERAL CHARACTERISTICS OF GROUPS OF PATIENTS WITH THE MOST COMMON FORMS OF PID

Показатель
Indicator

ОВИН
CVID

Селективный 
дефицит IgA
Selective IgA 

deficiency

Х-сцепленная 
агаммаглобулинемия

X-linked 
agammaglobulinaemia

Число зарегистрированных 
больных
Number of registered patients

26 10 4

Мужчины, % (абс.)
Men, % (abs.) 58 (15) 40 (4) 100 (4)

Женщины, % (абс.)
Women, % (abs.) 42 (11) 60 (6) 0 (0)

Число живых больных, абс.
Number of living patients, abs. 19 10 3

Возраст живых пациентов, годы
Age of living patients, years 41,1±19,1 29,2±11,9 4,5±2,6

Число умерших пациентов, абс.
Number of patients who died, abs. 7 – 1

Продолжительность жизни 
умерших, годы
Life expectancy of the deceased, years 
M±SD

44,6±16,1 – 0,6±0,5

Возраст проявления ПИДЗ, годы
Age of manifestation of PID, years 
M±SD

11,3±15,0 24,5±7,8 0,4±0,5

Возраст в момент постановки 
диагноза ПИДЗ, годы
Age at diagnosis PID, years
M±SD

30,4±16,1 27,5±10,6 3,5±3,0

Продолжительность периода от 
манифестации ПИДЗ до постановки 
диагноза, годы
Duration of the period from the 
manifestation of PID to the diagnosis, 
years
M±SD

17,9±17,5 8,5±2,1 2,0±2,2

Число пневмоний у одного пациента 
за период наблюдения за больным 
Number of pneumonias in one patient 
during the follow up period 
M±SD

7,9±7,4 0,0 1,7±1,2

Индекс массы тела, кг/м2

Body mass index, kg/m2 19,0±4,3 22,0±5,0 11,2±1,8
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лиферативный синдром, который проявлялся у 
11 (42%) пациентов гепатоспленомегалией, лим-
фоаденопатией, у 2 больных – лимфомой. Ряду 
пациентов были произведены хирургические 
вмешательства по удалению вторичных имму-
нологических органов: аппендэктомия – 4 боль-
ным, спленэктомия – 2 (по поводу лимфомы) 
и тонзиллэктомия – 3 больным. У 9 пациентов 
(34,6%) заболевание проявлялось аутоиммун-
ным синдромом (ревматоидноподобный артрит 
без прогрессирования суставных поражений, 
витамин В12-дефицитная анемия, аутоиммун-
ный тиреоидит, псориаз, склеродермоподобный 
синдром, аутоиммунный гепатит). У 8 пациентов 
имелись аллергические проявления. 5 случаев ле-
тальных исходов ОВИН из общего числа (7) на-
блюдались у пациентов, у которых заболевание 
проявилось и было диагностировано еще в 90-е 
годы прошлого века, когда не было возможности 
в стране обеспечить таких больных регулярной 
заместительной терапией иммуноглобулинами. 
Данная группа больных имела тяжелое прояв-
ление заболевания в виде рецидивирующих или 
хронических гнойных бактериальных инфекций 
(абсцедирующая пневмония, гнойный бронхит с 
бронхоэктазами, менингит, мезотимпанит, пан-
синусит) в сочетании с неинфекционными про-
явлениями (лимфома, витамин-В12-дефицитная 
анемия, ревматоидноподобный артрит). У боль-
ных этой же группы обнаруживались спленоме-
галия, токсическое поражение печени и почек 
из-за использования множества лекарственных 
препаратов, мальабсорбция, дефицит массы тела 
с формированием синдрома белково-энергетиче-
ской недостаточности.

Селективный дефицит IgA проявлялся пре-
имущественно легко протекающими, «малыми» 
бактериальными инфекциями (отиты, риноси-
нуситы, ангины). По сравнению с ОВИН кли-
нические проявления селективного дефицита 
IgA проявлялись позже, но диагноз выставлялся 
раньше. 

Болезнь Брутона у исследуемых больных про-
являлась в раннем детском возрасте, на момент 
постановки диагноза средний возраст детей со-
ставлял 3,5 года. Все случаи выставления диагно-
за данного заболевания приходятся на период с 
2012 по 2017 гг. По всей видимости, случаи данно-
го заболевания оставались не распознанными до 
2012 г. из-за малой осведомленности врачей-пе-
диатров о данном заболевании и/или отсутствия 
диагностических возможностей. В последнее де-
сятилетие облегчился порядок направления детей 
на обследование в Национальный медицинский 
исследовательский центр детской гематологии, 

онкологии и иммунологии им. Д. Рогачева, бла-
годаря чему удалось добиться своевременного 
распознавания болезни Брутона, для диагно-
стики которой важна генетическая диагностика. 
У всех детей X-сцепленная агаммаглобулинемия 
была подтверждена выявлением мутации в гене 
ВТК (Bruton tyrosine kinase). В каждом случае бо-
лезни Брутона прослеживался отягощенный на-
следственный анамнез по данному заболеванию: 
брат одного пациента также болен X-сцепленной 
агаммаглобулинемией, а у других братья умирали 
в раннем детстве от тяжелых инфекций (в одном 
случае – от тяжелой двусторонней пневмонии, в 
другом – от бактериального менингита). Во всех 
4 случаях заболевание манифестировало пневмо-
нией в сочетании или с гнойным мезотимпани-
том, или риносинуситом. У одного больного ре-
бенка наблюдалась повторная ветряная оспа. Все 
дети имели белково-энергетическую недостаточ-
ность, отставали от сверстников по физическому 
развитию.

Центральное место в лечении ОВИН и бо-
лезни Брутона занимает заместительная терапия 
препаратами иммуноглобулинов для внутривен-
ного введения (ВВИГ). В исследуемой когорте 
пациентов регулярно получали заместительную 
терапию 14 (46,6%) человек. В преобладающем 
большинстве случаев больным вводили Пента-
глобин и Иммуновенин (из расчета 0,3-0,4 г/кг в 
месяц). У 6 пациентов отмечено развитие аллер-
гических реакций на ВВИГ. Наиболее аллерген-
ным оказался Пентаглобин, он вызывал реакции 
у 1/4 пациентов, которым назначался этот препа-
рат. На втором месте по частоте вызываемых ре-
акций был Имбиоглобулин, он вызвал реакцию 
у 2 пациентов. Лучше всего переносились такие 
препараты, как Габриглобин, Привиджен и Гаму-
некс. На них не отмечено ни одного случая раз-
вития непереносимости. Пациенты детского воз-
раста получали преимущественно Привиджен. 
Помимо заместительной терапии ВВИГ, дети с 
болезнью Брутона получают антибиотикотера-
пию – азитромицин (10 мг/кг через день) или Би-
септол (120 мг по 5 дней в неделю) на фоне про-
тивогрибкового препарата – Дифлюкана (3 мг/кг 
1 раз в неделю).

Иммуно-лабораторные показатели
В таблицах 2 и 3 приведены средние лабора-

торные показатели на момент постановки диа-
гноза у больных различными формами ПИДЗ. 

Показатели контрольных групп рассматри-
вали как референсные значения, характерные 
для региона. В контрольные группы включали 
практически здоровых лиц, не имеющих хрони-
ческих заболеваний, связанных с нарушениями 
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ТАБЛИЦА 2. ЛАБОРАТОРНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ У ПАЦИЕНТОВ С НАИБОЛЕЕ ЧАСТО ВСТРЕЧАЮЩИМИСЯ ФОРМАМИ 
ПИДЗ, Me (Q0,10-Q0,90)
TABLE 2. LABORATORY PARAMETERS IN PATIENTS WITH THE MOST COMMON FORMS OF PID, Me (Q0.10-Q0.90)

Показатель
Indicator

Контрольная 
группа 1

Control group 1
n = 115

Контрольная 
группа 2
Control 
group 2
n = 115

ОВИН
CVID
n = 26

Селективный 
дефицит IgA
Selective IgA 

deficiency
n = 10

Х-сцепленная 
агамма-

глобулинемия
X-linked 

agamma-
globulinaemia

n = 4

Лейкоциты, × 109 /л
Leukocytes, × 109/l

5,2
(4,12-7,12)

8,2
(6,45-9,10)

9,4***
(6,2-12,6)

6,2
(3,8-9,8)

8,3
(4,9-12,0)

Гемоглобин, г/л 
Hemoglobin, g/l

131,4
(123-151)

118,4
(105-134)

106,2***
(88,4-124,0)

132,4
(97,0-167,8)

110,7
(75,7-135,2)

Сывороточное железо, 
нг/мл
Serum iron, ng/ml

15,2
(9,6-27,3)

11,5
(7,4-23,3)

4,4***
(3,3-6,6)

14,6
(11,2-16,2)

5,2ººº

(3,4-9,1)

Тромбоциты, × 106/л
Platelets, × 106/l

230
(170-290)

302
(180-420)

238,8
(152-320)

241,5
(162-322)

310,0
(240-362)

Гамма-глобулины, %
Gamma globulins, %

18,2
(15-22)

15,1
(10-21)

7,6***
(2,1-8,1)

16,4
(9,2-23,9)

6,4ººº

(2,1-7,6)

Т-лимфоциты 
T lymphocytes
(СD3+), %

63,4
(52-72)

68,2
(56-79)

55,2***
(42-69)

72,2
(62-79)

69,2±14,6
(55-78)

Т-лимфоциты 
(СD3), абс (× 109/л)
T lymphocytes
(СD3+), abs (× 109/l)

1,25
(0,90-1,60)

2,1
(1,6-2,3)

1,13
(0,62-1,60)

1,35
(0,73-1,90)

1,17ºº

(0,62-1,77)

Т-хелперы 
T helpers 
(СD3+СD4+),%

38,2
(32-45)

34,3
(28-43)

28,5***
(22-34)

34,9
(27-44)

32,3
(26-39)

Цитотоксические 
Т-лимфоциты
Cytotoxic T lymphocytes
(СD3+ СD8+), %

25,0
(18-30)

27,4
(20-32)

26,3
(20-33)

18,9**
(12-25)

28,9
(22-32)

CD3+CD4+/CD3+CD8+ 1,56
(1,2-2,3)

1,31
(1,2-1,8)

1,09***
(0,7-1,5)

1,7
(1,4-2,5)

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

B-лимфоциты 
B lymphocytes 
(СD20), %

13,0
(5-23)

14,2
(8-20)

11,0*
(5-15)

15,0
(11-17)

1,0ººº

(0-2)

B-лимфоциты 
(СD20), абс (× 109/л)
B lymphocytes 
(СD20), abs (× 109/l)

0,26
(0,1-0,4)

0,41
(0,20-0,58)

0,22
(0,15-0,29)

0,27
(0,15-0,36)

0,01ººº

(0,006-0,014)

Примечание. Звездочками обозначены степени различия значений показателей относительно значений контрольной 
группы 1 по критерию Манна–Уитни (* – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001), кружочками обозначены степени различия 
значений показателей относительно значений контрольной группы 2 (ºº – p < 0,01; ººº – p < 0,001).

Note. Asterisks denote the degree of difference in the values of indicators relative to the values of control group 1 according to the 
Mann–Whitney test (*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001), circles indicate the degree of difference in values indicators relative to 
the values of the control group 2 (ºº, p < 0.01; ººº, p < 0.001).
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ТАБЛИЦА 3. СЫВОРОТОЧНЫЕ УРОВНИ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ У ПАЦИЕНТОВ С НАИБОЛЕЕ ЧАСТО 
ВСТРЕЧАЮЩИМИСЯ ФОРМАМИ ПИДЗ, Me (Q0,10-Q0,90)

TABLE 3. SERUM IMMUNOGLOBULIN LEVELS IN PATIENTS WITH THE MOST COMMON FORMS OF PID, Me (Q0.10-Q0.90)

Показатель
Indicator

Контрольная 
группа 1

Control group 1
n = 220

Контрольная 
группа 2
Control 
group 2
n = 115

ОВИН
CVID
n = 26

Селективный 
дефицит IgA
Selective IgA 

deficiency
n = 10

Х-сцепленная 
агамма-

глобулинемия
X-linked 

agamma-
globulinaemia 

n = 4

IgA, г/л
IgA, g/l

1,63
(0,7-2,1)

0,8
(0,25-1,10)

0,06***
(0,02-0,10)

0,002***
(0,000-0,008)

0,06ººº

(0,00-0,13)

IgG, г/л
IgG, g/l

11,7
(7,0-16,0)

8,1
(4,5-12,2)

2,9***
(2,1-3,4)

15,0***
(13,1-18,2)

2,1ººº
(1,5-2,3)

IgM, г/л
IgM, g/l

1,28
(0,4-1,3)

1,23
(0,4-1,7)

0,03***
(0,01-0,05)

1,6**
(1,2-1,9)

0,03ººº

(0,01-0,05)

Примечание. Звездочками обозначены степени различия значений показателей относительно значений контрольной 
группы 1 по критерию Манна–Уитни (** – p < 0,01; *** – p < 0,001), кружочками обозначены степени различия значений 
показателей относительно значений контрольной группы 2 (ººº – p < 0,001).

Note. Asterisks indicate the degree of difference between the values   of indicators relative to the values of the control group 1 
according to the Mann–Whitney test (** – p < 0.01; *** – p < 0.001), circles indicate the degree of difference between the values of 
indicators relative to the values   of the control group 2 (ººº, p < 0.001).

в иммунной системе (аутоиммунные и аллер-
гические заболевания, инфекционно-воспали-
тельные заболевания, лимфопролиферативные 
заболевания), а также случаи острой патологии 
(острые респираторные инфекции, ангины и 
др.) в течение последнего месяца перед исследо-
ванием и не получавших лечение препаратами, 
способными влиять на иммунологические по-
казатели (нестероидные противовоспалительные 
препараты, ингибиторы ангиотензинпревраща-
ющего фермента, противоэпилептические сред-
ства). С целью исключения сезонных влияний 
на показатели иммунного статуса, забор крови 
для исследований проводили в летние месяцы и 
зимние. В образцах крови летних исследований 
индивидуальные значения IgA колебались от 0 до 
1,9 г/л в контрольной группе 1 и от 0 до 1,0 г/л 
в контрольной группе 2, в каждой из контроль-
ных групп было обнаружено по одному человеку 
с полным отсутствием в сыворотке крови IgA. 
В зимней серии исследований не было обна-
ружено нулевых значений IgA ни в одной кон-
трольной группе, при этом диапазон колебаний 
индивидуальных значений показателя составил 
0,9-2,7 г/л в контрольной группе 1 и 0,3-1,4 г/л в 
контрольной группе 2.

В связи с имеющимися возрастными различи-
ями в группах больных с различными формами 
ПИДЗ, показатели пациентов с ОВИН (средний 

возраст – 30,4±16,1 года) и селективным дефи-
цитом IgA (27,5±10,6 года) сравнивали со зна-
чениями контрольной группы 1 (средний воз-
раст – 28,2±9,3 года), а показатели больных детей 
с болезнью Брутона (3,5±3 года) – со значениями 
контрольной группы 2 (3,8±3,2 года). У больных 
ОВИН к моменту постановки диагноза обнару-
живались лейкоцитоз, анемия, гипоферремия и 
гипогаммаглобулинемия. Последние два лабора-
торных признака (гипоферремия и гипогамма-
глобулинемия) отмечались и у детей с болезнью 
Брутона.

У больных выявлялись существенные изме-
нения в показателях иммунограммы. Так, у па-
циентов с ОВИН обнаруживали существенное 
снижение уровней 3 основных классов иммуно-
глобулинов – IgА, IgG, IgМ, уменьшение относи-
тельного числа В-лимфоцитов и Т-лимфоцитов 
(за счет уменьшения числа клеток хелперной суб-
популяции). В группе больных селективным де-
фицитом IgA отмечалось уменьшение процент-
ного содержания цитотоксических Т-клеток, 
выраженное снижение содержания IgA в сыво-
ротке крови с полным его отсутствием у 8 из 10 
пациентов и повышение уровней других двух 
классов иммуноглобулинов – IgG и IgМ. У детей 
с болезнью Брутона установлено уменьшение аб-
солютного числа Т-лимфоцитов при сохранении 
их относительного содержания на уровне здоро-
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вых лиц. Более выраженными были изменения 
в показателях В-системы иммунитета: содержа-
ние В-лимфоцитов было резко снижено как по 
абсолютному, так и относительному значениям, 
уровни всех 3 исследуемых классов иммуногло-
булинов оказались существенно сниженными по 
сравнению с показателями здоровых детей соот-
ветствующего возраста.

Обсуждение
Результаты проведенного исследования по-

казали, что частота распространенности ПИДЗ 
в Чувашии составляет 3,4:100 000, что уклады-
вается в диапазон распространенности ПИДЗ 
в европейских странах, составляющий от 1,3 до 
5, согласно Европейскому Регистру первичных 
иммунодефицитов [4]. Заболеваемость наиболее 
распространенной формы ПИДЗ в Чувашии – 
ОВИН с клиническими проявлениями заболе-
вания составила 1,58 на 100 000 населения, что 
соответствует общеизвестным данным о рас-
пространенности данного заболевания [6, 19]. 
Средний возраст на момент постановки диагноза 
ОВИН у больных Чувашии (30,4 года) приближа-
ется к значениям, известным из литературы – 31 
год у мужчин и 34 года у женщин [12]. Возраст 
дебюта заболевания, среднее значение которо-
го составило 11,3 года, практически совпадает с 
показателем – 10,3 года, определенным группой 
отечественных исследователей у больных дан-
ным ПИДЗ [3] и значительно меньше значения 
данного показателя – 18 лет, представленного в 
Европейском Регистре ПИД [12].

Для больных ОВИН было характерно соче-
тание нескольких клинических синдромов – 
инфек ционного, лимфопролиферативного, ауто - 
им мунного и аллергического. Ведущим клини-
ческим синдромом ОВИН являлись хрониче-
ские и/или рецидивирующие респираторные 
инфекции. Известные из литературы результаты 
исследования также подтверждают преоблада-
ние среди клинических проявлений данного за-
болевания инфекций бронхолегочной системы 
и ЛОР-органов [20]. У половины пациентов вы-
являлись бронхоэктазы. В публикациях других 
авторов также сообщалось о том, что повторные 
тяжелые инфекционно-воспалительные процес-
сы в органах дыхания способствуют развитию не-
обратимых процессов в легких с формированием 
бронхоэктазов, которые встречаются более чем у 
1/3 больных ОВИН [15]. Большая часть больных, 
имея в анализах крови изменение уровня гамма-
глобулинов на протяжении более десятка лет, не 
была подвергнута иммунологическому обследо-
ванию и не консультирована иммунологом, что 

обусловило задержку постановки диагноза с мо-
мента клинической манифестации заболевания в 
среднем на 17,9 лет (от 2 до 52 лет). Другие отече-
ственные авторы отмечают задержку с выставле-
нием диагноза ОВИН в среднем от 12,6 года (от 2 
до 45 лет) [3] до 19 лет [2], в то время как общеев-
ропейский показатель диагностической задерж-
ки составил всего 4 года (от 0 до 69 лет) [12]. Оче-
видно, задержка выставления диагноза ОВИН 
связана с плохой осведомленностью врачей пер-
вичного звена с проявлениями ПИДЗ, а также с 
выраженной гетерогенностью данного заболева-
ния и диагностическими трудностями. Большая 
задержка в диагностировании ОВИН в Чувашии 
объясняется тем, что 5 случаев (19,2%) заболева-
ния были распознаны еще в 90-е годы прошло-
го века, когда практические врачи мало знали об 
иммунопатологических состояниях, и иммуно-
логические методы диагностики не были доступ-
ны в практическом здравоохранении. В этих ус-
ловиях больные с недиагностированными ПИДЗ 
погибали от инфекционных осложнений. Когда 
в начале 90-х годов прошлого века появилась 
возможность проведения иммунологических ис-
следований, благодаря открытию иммунологиче-
ских лабораторий в Чувашии, было распознано 
5 случаев ОВИН у пациентов, страдавших реци-
дивирующими пневмониями, риносинуситами 
и другими проявлениями иммунодефицитов. На 
момент диагностики заболевания средний воз-
раст больных данной группы достиг 35,2 года, а 
средняя длительность предшествовавшего пери-
ода рецидивирующих инфекций составила 26,5 
лет. Среднее значение возраста больных ОВИН 
на момент смерти равнялось 44,6 годам (при ми-
нимальном значении – 17 лет и максимальном – 
65 лет), что очень близко к данным Resnick E.S. 
и соавт., согласно которым возраст умерших от 
ОВИН больных женщин составил 44 года (10-
90 лет), мужчин – 42 года (9-79 лет) [14].

Показатель распространенности селектив-
ного дефицита IgA в Чувашии составил 0,83 на 
100 000 населения. Очевидно, данный показатель 
не отражает фактическую распространенность 
рассматриваемого дефекта иммунной системы, 
составляющую, по данным литературы, 1:134 – 
1:18500, в зависимости от рассматриваемой по-
пуляции [11]. Известно, что 90% случаев селек-
тивного дефицита IgA имеет бессимптомное 
течение [21]. Правильнее было бы рассчитывать 
показатель распространенности селективного 
дефицита IgA в отдельности для «бессимптом-
ной» формы и формы, проявляющейся клини-
чески из-за нарушения противоинфекционного 
иммунитета и повышения восприимчивости к 
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инфекциям. Наши исследования показали, что 
в общей когорте 335 практически здоровых лиц 
(220 взрослых и 115 детей) оказались два человека 
с полным отсутствием IgA. Причем случаи дефи-
цита IgA в образцах крови у представителей кон-
трольных групп выявлялись лишь в летней серии 
исследований. В тестах, проведенных в зимний 
период, в числе практически здоровых людей, не 
оказалось ни одного человека с дефицитом IgA. 
Данные факты свидетельствуют о том, что со-
стояние здоровья лиц с бессимптомной формой 
селективного дефицита IgA в летний период не 
отличаются от такового здоровой популяции на-
селения, в то время как в зимний период лица с 
данным дефектом иммунной системы, хоть и ус-
ловно «бессимптомным», не выдерживают кри-
териев включения в контрольную группу, видимо 
из-за имеющейся повышенной чувствительности 
к сезонным респираторным инфекциям. Дру-
гие авторы используют для обозначения повы-
шенного риска инфекций у лиц с асимптомным 
селективным дефицитом IgA понятие «субкли-
ническое проявление селективного дефицита 
IgA» [17]. В соответствии с исследованиями лет-
него периода, распространенность селективного 
дефицита IgA среди практически здоровых людей 
составляет 2 случая на 335 человек (1:167). Чтобы 
оценить истинную распространенность селек-
тивного дефицита IgA среди жителей Чувашии, 
требуется исследование с использованием более 
крупной когорты исследуемых лиц. Получен-
ные нами данные о сезонном влиянии на частоту 
обнаружения селективного дефицита IgA под-
тверждаются результатами исследования Weber-
Mzell D. и соавт. [18], свидетельствующими об 
обнаружении 8 случаев селективного дефицита 
IgA среди 2087 обследованных в летний период 
лиц европейской популяции и отсутствия случа-
ев выявления селективного дефицита IgA среди 
3595 обследованных в зимнее время. Из данных 
этих же авторов следует, что сывороточный уро-
вень IgA у человека в зимний период выше, чем в 
весенний, летний и осенний периоды.

 Диагноз селективного дефицита IgA выстав-
лялся в регионе со значительной задержкой, хотя 
и с меньшей, чем у больных ОВИН. Данный факт 
находит объяснение в том, что большая часть 
случаев селективного дефицита IgA выявлена в 
последние годы, когда врачи стали более осве-
домленными в вопросах диагностики ПИДЗ.

На момент выставления диагноза ОВИН у 
больных обнаруживалось выраженное снижение 
уровней иммуноглобулинов 3-х или 2-х клас-
сов (IgG и IgА) и содержания в периферической 
крови Т-хелперных клеток (CD3+CD4+). Такой 

же спектр изменений в иммунограммах боль-
ных ОВИН находили и другие исследователи [5]. 
У пациентов с селективным дефицитом IgА так-
же обнаруживалось нарушение в Т-клеточной 
системе, проявляющееся уменьшением отно-
сительного числа цитотоксических Т-клеток, а 
сывороточные уровни IgG и IgМ оказались по-
вышены, что подтверждает известные из лите-
ратуры данные о компенсаторном повышении 
продукции данных классов иммуноглобулинов 
при селективном дефиците IgА [10, 13]. У боль-
ных детей с X-сцепленной агаммаглобулинемией 
помимо нарушения в гуморальном звене адап-
тивного иммунитете выявлялось уменьшение 
абсолютного числа Т-лимфоцитов. Выявленные 
изменения в Т-системе у больных с дефектами в 
антителопродукции, возможно, являются приоб-
ретенными. Можно предположить, что условием 
клинического проявления бессимптомно про-
текающих ОВИН и селективного дефицита IgА 
является присоединение вторичной недостаточ-
ности клеточного звена адаптивного иммуните-
та. Основанием для такого предположения явля-
ется то, что большинство случаев ПИДЗ впервые 
проявлялись клинически, когда пациенты ока-
зывались в условиях повышенного риска разви-
тия вторичных иммунодефицитов. Так, в роли 
провоцирующего фактора, обусловливающего 
манифестацию ОВИН и селективного дефицита 
IgA, в наших наблюдениях часто выступал пере-
езд пациента из одного географического регио-
на проживания в другой, что является фактором 
риска срыва адаптационных реакций организма 
и развития Т-клеточной недостаточности. Вто-
рым по частоте встречаемости провоцирующим 
фактором являлось проживание в экологически 
неблагоприятных зонах региона, в частности в 
промышленно насыщенном Калининском ад-
министративном районе г. Чебоксары и в г. Но-
вочебоксарск, в котором долгие годы функцио-
нирует химический комбинат. Нами ранее было 
показано, что проживание на этих территориях 
Чувашии обусловливает развитие вторичной им-
мунологической недостаточности Т-системы [1]. 
Основным механизмом делеции Т-клеток яв-
ляется апоптоз, к которому более чувствитель-
ны CD4+ клетки. Возможно, уменьшение числа 
CD4+ клеток у больных ОВИН связано с акти-
вацией апоптоза этих клеток. В пользу данного 
предположения свидетельствует обнаружение 
Azizi G. и соавт. повышенной экспрессии у боль-
ных ОВИН маркера CD95 на CD4+CD45RA+Т-
клетках, содержащих преимущественно наивные 
CD4+Т-клетки, и активации спонтанного апоп-
тоза данных клеток [5]. В других исследованиях 
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у больных ОВИН выявлено снижение содер-
жания Т-регуляторных (Treg)-клеток фенотипа 
CD4+CD127lowCD25highFoxP3+, что может иметь 
патогенетическую роль в развитии аутоиммун-
ных проявлений ОВИН [22]. Наряду с приобре-
тенными расстройствами у больных ОВИН могут 
иметь место врожденные изменения в Т-системе 
иммунитета, в частности такие, которые вызыва-
ют дефект рекрутирования CD4+ клеток и их вза-
имодействия с В-лимфоцитами [8].

Описание нарушения формирования поствакци-
нального иммунитета у пациентки с ОВИН

Известно, что у больных ПИДЗ нарушено 
формирование поствакцинального иммунитета, 
и прививка живыми вакцинами таких пациен-
тов запрещена из-за возможных поствакциналь-
ных осложнений. В большинстве наблюдаемых 
нами случаев ОВИН и селективного дефицита 
IgА иммунодефицит не был распознан в дет-
ском возрасте, и прививки, в том числе и живы-
ми вакцинами, были проведены в соответствии с 
Национальным календарем профилактических 
прививок Российской Федерации. К счастью, 
поствакцинальных осложнений не наблюдалось. 
Мы столкнулись с нарушением формирования 
поствакцинального иммунитета к краснухе у 
молодой женщины с ОВИН. Наш опыт ведения 
данной пациентки, с которым мы делимся в ниже 
приведенном описании клинического случая, 
может быть полезен как для врачей акушер-гине-
кологов, так и врачей-иммунологов. 

Пациентка К., 1985 года рождения, в 2005 г. в 
возрасте 20 лет прошла стандартное обследование 
в связи с впервые наступившей беременностью. 
При этом были обнаружены специфические IgM 
к краснухе при отрицательном титре специфиче-
ских антител IgG. Ситуация была расценена как 
первичное инфицирование вирусом краснухи, 
хотя пациентка указывала на то, что ранее была 
привита вакциной против краснухи. Беремен-
ность была прервана на сроке 20 недель из-за 
риска развития врожденной краснухи у плода и 
тератогенного действия на плод вируса красну-
хи. Спустя 6 месяцев, в июне 2006 г., женщина 
была вакцинирована против краснухи. Спустя 4 
месяца при исследовании сыворотки крови на 
специфические антитела к краснухе вновь обна-
ружены лишь антитела класса IgM при полном 
отсутствии специфических IgG. Пациентка была 
консультирована врачом-инфекционистом, ко-
торый расценил отсутствие специфических анти-
тел IgG как слабый иммунный ответ на вакцину, 
в связи с чем рекомендовал консультацию имму-
нолога. При объективном исследовании органов 
и систем организма пациентки иммунологом не 

было выявлено никаких патологических измене-
ний, кроме дефицита массы тела (индекс массы 
тела – 17 кг/м2). В детстве с 3-го месяца жизни 
до 5 лет отмечался аллергический дерматит, бо-
лела гастритом. Пациентка беременна, срок бе-
ременности – 4 недели. При анализе показателей 
иммунограмм от 19.10.06 г. и от 08.11.06 г. обра-
щало внимание резкое снижение концентрации 
IgG и IgA на фоне нормального содержания IgM 
(табл. 4). Суммарная концентрация иммуногло-
булинов основных трех классов – IgG, IgА и IgМ 
составила 2,16 г/л и 2,2 г/л по данным первой и 
второй иммунограмм соответственно. При уль-
тразвуковом исследовании органов брюшной 
полости обнаружено умеренное увеличение раз-
меров селезенки до 120 × 48 мм. Площадь селе-
зенки составила 57 см2 при норме менее 50 см2. 
На основании анамнеза заболевания, данных 
клинико-лабораторного обследования выявлен 
ведущий лабораторный синдром – агаммагло-
булинемия (суммарная концентрация IgG, IgА 
и IgМ ниже 3 г/л), что стало поводом для прове-
дения дифференциального диагноза в пределах 
патологических состояний, проявляющихся дан-
ным синдромом – 1) гипогаммаглобулинемии с 
повышенным уровнем IgМ, 2) болезни Брутона, 
3) общей вариабельной иммунологической не-
достаточности, 4) вторичной агаммаглобулине-
мии. Гипогаммаглобулинемия с повышенным 
уровнем IgМ была исключена на основании того, 
что уровень данного класса иммуноглобулинов 
во всех иммунограммах не выходил за пределы 
референсных значений. Сохранение нормаль-
ных значений содержания В-лимфоцитов в пе-
риферической крови позволило исключить бо-
лезнь Брутона. В качестве причинных факторов 
развития вторичной агаммаглобулинемии могут 
выступать нефротический синдром, миеломная 
болезнь, ожоговая болезнь, белковое голодание, 
последствия применения некоторых медикамен-
тов (ингибиторов ангиотензинпревращающе-
го фермента, противоэпилептических средств, 
нестероидных противовоспалительных препа-
ратов) [7], отсутствовавшие у пациентки, что 
позволило отвергнуть вторичную форму агамма-
глобулинемии. Все типы агаммаглобулинемии, 
кроме общей вариабельной иммунологической 
недостаточности, были исключены. В результате 
дифференциального диагноза был выставлен па-
циентке диагноз: «Первичное иммунодефицит-
ное состояние: агаммаглобулинемия по типу об-
щей вариабельной иммунной недостаточности. 
Спленомегалия. Дефицит массы тела. Беремен-
ность 4 недели». 
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Пациентке были даны рекомендации по по-
жизненной заместительной терапии ВВИГ. На 
первом этапе был назначен Габриглобин в ре-
жиме насыщения по 5 г внутривенно капельно 
на физиологическом растворе хлорида натрия 
через день трижды. Рекомендовано через 3 не-
дели провести контрольное иммунологическое 
исследование для решения вопроса о дозе назна-
чения иммуноглобулина в режиме поддержива-
ющей терапии. Проведенный в составе главных 
специалистов-экспертов Минздрава Чувашии 
терапевтический консилиум разрешил пролон-
гацию беременности. На протяжении всей бе-
ременности и в период грудного вскармливания 
ребенка пациентка получала Габриглобин по 15 г 
ежемесячно. В течение последующих 4 лет паци-
ентка К. продолжала наблюдаться иммунологом, 
состояние пациентки оставалось контролируе-
мым, пациентка отказалась от заместительной 
терапии ВВИГ. В 2011 г. наступила 3-я беремен-
ность, которая на сроке 5 недель неожиданно ос-
ложнилась «замершим плодом». При детальном 
сборе анамнеза было обнаружено, что ухудше-
нию состояния предшествовало осложненное 
течение кариеса, завершившееся экстракцией 

коренного зуба. С 2011 г. самочувствие женщи-
ны оставалось удовлетворительным, ВВИГ не 
получала. В 2013 г. наступила 4-я беременность, 
в связи с чем пациентка самостоятельно возоб-
новила заместительную терапию ВВИГ. На фоне 
ежемесячного введения Габриглобина в режи-
ме поддерживающей терапии родила второго 
здорового доношенного ребенка. В последние 3 
года заместительную терапию не получала, уча-
стились респираторные заболевания до 3-4 раз в 
год. Состояние ухудшилось 1 ноября 2018 г., ког-
да возникли боли и отечность в правой половине 
лица, повышение температуры, снижение слуха 
на правое ухо. Обратилась к оториноларинголо-
гу, лечилась амбулаторно без эффекта, в связи с 
чем была госпитализирована для стационарного 
лечения в оториноларингологическое отделение 
с диагнозом «обострение хронического гнойного 
среднего отита справа». Выписалась с улучшени-
ем, но сохранялась заложенность в правом ухе 
при глотании, шум в ухе, временами стреляющие 
боли, головные боли. В феврале 2019 г. госпита-
лизирована повторно в связи с затяжным тече-
нием хронического воспалительного процесса 
для проведения заместительной иммунотерапии. 

ТАБЛИЦА 4. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ У ПАЦИЕНТКИ К.
TABLE 4. IMMUNOLOGICAL PARAMETERS IN PATIENT K.

Показатель
Indicator

Референсные значения
(Q0,10-Q0,90)

Reference values
(Q0.10-Q0.90)

Дата исследования
Study dates

1* 2* 3* 4* 5* 6* 7* 8*

IgА, г/л
IgА, g/l 0,7-2,1 0,05 0,05 0,29 0,28 0,05 1,36 0,46 0,05

IgG, г/л
IgG, g/l 7,0-16,0 1,06 1,1 4,8 2,9 1,3 4,89 3,94 4,3

IgМ, г/л
IgМ, g/l 0,4-1,3 1,05 1,05 0,72 0,9 0,92 1,89 1,11 0,76

Т-клетки 
T cells
(СD3+), %

52-72 62 71 55 68 64 58 58 54

B-клетки 
B cells
(СD20+), %

5-23 13 11 15 11 14 11 9 13

Примечание. Звездочками отмечены даты последовательных исследований, проведенных на фоне заместительной 
терапии внутривенными иммуноглобулинами (ВВИГ), накануне очередного введения ВВИГ: 1* – 19.10.2006, 2* – 
08.11.2006, 3* – 03.03.2007 (беременность 17 недель), 4* – 12.09.2007 (после родов), 5* – 11.03.2009, 6* – 27.09.2011 
(беременность 5-6 недель), 7* – 14.11.2013 (беременность 5-6 недель), 8* – 13.08.2020.

Note. Asterisks indicate the dates of consecutive studies carried out against the background of replacement therapy with 
intravenous immunoglobulins (IVIG), on the eve of the next IVIG administration: 1*, 19.10.2006; 2*, 08.11.2006; 3*, 03.03.2007 
(pregnancy 17 weeks); 4*, 12.09.2007 (after childbirth); 5*, 11.03.2009; 6*, 27.09.2011 (pregnancy 5-6 weeks); 7*, 14.11.2013 
(pregnancy 5-6 weeks); 8*, 13.08.2020.



365

Регистр первичных иммунодефицитов Чувашии
Chuvash registry of primary immunodeficiencies2021, Vol. 23,  2

2021, Т. 23, № 2

После проведенного лечения состояние улуч-
шилось: прошли заложенность и боли в правом 
ухе, головные боли. При выписке даны рекомен-
дации: регулярная пожизненная заместительная 
терапия ВВИГ каждые 3-4 недели в режиме под-
держивающей терапии в дозе 0,4 г на 1 кг массы 
тела (при массе пациентки 50 кг показано вве-
дение 400 мл 5% ВВИГ). При перерывах в лече-
нии более 2 месяцев, а также во время или после 
тяжелых эпизодов обострения инфекционного 
синдрома предписано возобновление терапии в 
режиме насыщения в дозе 1-1,5 г/кг. В качестве 
целевого уровня иммуноглобулинов при прове-
дении заместительной терапии обозначено до-
стижение концентрации основного класса имму-
ноглобулинов – IgG уровня 7 г/л.

Особенностью описанного случая является 
то, что к моменту выставления диагноза ОВИН 
отсутствовали клинические проявления иммуно-
дефицита, и пациентка считала себя практически 
здоровой. К диагнозу привело обнаружение ла-
бораторных признаков нарушения формирова-
ния поствакцинального иммунитета к краснухе. 
В сыворотке крови пациентки обнаруживались 
из специфических антител к краснухе лишь IgM 
при полном отсутствии IgG, что можно объяс-
нить сохранением у пациентки продукции анти-
тел класса IgM на фоне нарушения продукции 
других классов антител – IgG и IgА. Подтверж-
дением тому является то, что уровень IgМ в сы-
воротке крови больной находился в пределах ре-
ференсных значений, составляя 1,05 г/л перед 
постановкой диагноза ОВИН, когда еще не про-
водилась заместительная терапия иммуноглобу-
линами. При этом содержание IgG колебалось 
на уровнях 1,06-1,0 г/л, что в 7 раз меньше зна-
чения нижнего порога референсных значений, а 
уровень IgА был в 14 раз меньше нижнего порога 
референсных значений, составляя лишь 0,05 г/л. 
Похоже, что нарушение переключения синтеза 
антител с класса IgМ на IgG у пациентки обусло-
вило отсутствие специфических IgG в сыворотке 
крови. Благодаря результатам иммунологических 
исследований и консультации врача-иммунолога 
был выставлен диагноз ОВИН и сохранена па-
циентке вторая беременность. Представляя дан-
ный клинический случай, авторы преследовали 
цель – обратить внимание практикующих врачей 
на возможность нарушения поствакцинального 
иммунитета у пациентов с ПИДЗ, что может при-
вести к ложной трактовке показателей серологи-
ческих маркеров инфекций и ошибкам в тактике 
ведения таких пациентов.

ПИДЗ, являясь редко встречающимися за-
болеваниями, доставляют массу проблем врачам 

разных специальностей. Широкое варьирование 
клинических проявлений данных заболеваний, 
недостаточная осведомленность врачей разных 
специальностей о критериях их диагностики 
обусловливают отсроченную диагностику забо-
леваний. Несвоевременное назначение имму-
нотерапии и/или нерегулярное ее применение 
вызывают развитие необратимых повреждений 
органов, осложнений и высокую смертность. 
Особого внимания заслуживают больные ПИДЗ 
в гестационном периоде. Наличие ПИДЗ у бере-
менных требует привлечения иммунолога к трак-
товке серологических маркеров ТОРЧ-инфекций 
и к корректировкам в ведении пациенток. 

Итак, анализ данных Республиканского реги-
стра ПИДЗ в Чувашии показывает, что в послед-
нее десятилетие улучшилась диагностика данных 
заболеваний: снизились показатели задержки 
выставления диагноза заболевания и возраста па-
циентов на момент постановки диагноза. 46,6% 
больных получают регулярно заместительную 
терапию ВВИГ. Требуются дальнейшие исследо-
вания для оценки реальной распространенности 
различных форм ПИДЗ, в первую очередь, селек-
тивного дефицита IgA с клиническими прояв-
лениями, показатель заболеваемости которого в 
Чувашии имеет выраженное отличие от россий-
ских и мировых показателей.

Преобладание взрослых пациентов среди 
больных ПИДЗ в регионе может свидетельство-
вать о высоком уровне их выявляемости благо-
даря хорошей осведомленности врачей взрослой 
сети о данных заболеваниях. Немаловажное зна-
чение имеет учет пациентов с ПИДЗ, начатый 
еще в 1993 г. на кафедре внутренних болезней с 
курсом клинической иммунологии Чувашского 
государственного университета им. И.Н Ульяно-
ва, а также неоднократная демонстрация больных 
ОВИН на заседаниях и клинических разборах 
научных обществ врачей (терапевтов, оторино-
ларингологов, пульмонологов, аллергологов-им-
мунологов, гематологов). 
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ИЗУЧЕНИЕ СВЯЗИ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА HLA-G, 
ВНУТРИМАТОЧНОЙ ИНФЕКЦИИ И НЕВЫНАШИВАНИЯ 
БЕРЕМЕННОСТИ У ЖЕНЩИН
Гордеева Л.А.1, Воронина Е.Н.2, Поленок Е.Г.1, Мун С.А.1, 
Нерсесян С.Л.3, Оленникова Р.В.3, Филипенко М.Л.2, Глушков А.Н.1
1 Федеральный исследовательский центр угля и углехимии Сибирского отделения Российской академии наук 
(Институт экологии человека СО РАН), г. Кемерово, Россия  
2 ФГБУН «Институт химической биологии и фундаментальной медицины» Сибирского отделения Российской 
академии наук, г. Новосибирск, Россия  
3 ГАУЗ «Кемеровская областная клиническая больница», г. Кемерово, Россия

Резюме. Изучали связь полиморфизма гена HLA-G (rs41551813, rs12722477 и rs41557518), внутрима-
точной инфекции и невынашивания беременности у женщин. Исследуемую группу (НБ) составили 
180 женщин с невынашиванием беременности, определяемой как два и более повторяющихся само-
произвольных выкидыша (min = 2; max = 8) до 20 недель беременности. На момент обследования 
женщины были не беременными и наблюдались в медико-генетической консультации г. Кемерово. 
Каждая женщина прошла гинекологическое обследование. Из исследования были исключены жен-
щины с медицинскими абортами, родами и внематочными беременностями, с сахарным диабетом. 
Для исключения других известных причин самопроизвольного выкидыша были проведены ультра-
звуковое исследование органов малого таза и кариотипирование женщины и мужчины. Средний 
возраст женщин составил 29,6±4,8 (SD) лет. Группа сравнения (контроль) включала 408 здоровых и 
фертильных женщин. Критериями включения в исследование для них были роды 1-2 здоровых де-
тей. Средний возраст женщин составил 26,8±5,2 (SD) лет. Влияние инфекционного фактора ана-
лизировали на основании лабораторных тестов: микроскопического исследования (для выявления 
бактериального вагиноза и вульво-вагинального кандидоза); иммуноферментного анализа и поли-
меразно-цепной реакции (для выявления генитального герпеса, цитомегаловируса, вируса папило-
мы человека типа 16/18; Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum и Gardnerella 
vaginalis; и Trichomonas vaginalis. Данные были получены из медицинских карт обследуемых женщин. 
Все женщины дали письменное информированное согласие на участие в исследовании. Типирование 
полиморфизма Thr31Ser (rs41551813, HLA-G*01:03) в экзоне 2, Leu110Ile (rs12722477, HLA-G*01:04) 
и 1597 delС (rs41557518, HLA-G*01:05N) в экзоне 3 гена HLA-G проводили методом асимметричной 
ПЦР в режиме реального времени. Как показало исследование, у обследуемых женщин внутрима-
точная инфекция не являлась самостоятельно значимым фактором риска НБ (p = 0,30). Обнаружено, 
что аллель 110 Ile (HLA-G*01:04) являлся фактором риска НБ как у женщин с внутриматочной ин-
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фекцией (ORa = 4,50 [2,41-8,38], p = 2,09e-06), так и у женщин без инфекции (ORa = 2,46 [1,44-4,21], 
p = 0,0009). Выявлено совместное влияние генетического и инфекционного факторов с риском НБ 
у женщин (ORa+f = 3,50 [2,01-6,09], p = 8,78e-06). Наши результаты могут быть полезны в понимании 
молекулярных механизмов иммунных нарушений в системе мать-плод и при выборе тактики ведения 
и лечения женщин с НБ.

Ключевые слова: генетический полиморфизм, HLA-G, невынашивание беременности

STUDY OF RELATIONSHIPS BETWEEN HLA-G GENE 
POLYMORPHISM, INTRAUTERINE INFECTION AND 
RECURRENT MISCARRIAGE IN WOMEN 
Gordeeva L.A.a, Voronina E.N.b, Polenok E.G.a, Mun S.A.a, 
Sokolova E.A.b, Nersesyan S.L.c, Olennikova R.V.c, Filipenko M.L.b, 
Glushkov A.N.a
a Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences (Institute 
of Human Ecology, SB RAS), Kemerovo, Russian Federation  
b Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 
Novosibirsk, Russian Federation  
c Kemerovo Regional Clinical Hospital, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. The relationship between the HLA-G gene polymorphism (rs41551813, rs12722477, rs41557518), 
intrauterine infection and recurrent miscarriage (RM) in women were studied. The case group consisted of 
180 patients with RM, defined as two or more consecutive miscarriages (min = 2; max = 8) at up to 20 weeks 
of gestation, and with clinically confirmed pregnancies and non-viable fetuses. At the time of examination. 
the women were enrolled from the Genetic Counseling Center at the Kemerovo Regional Clinical Hospital, 
Kemerovo, Russia, and were not pregnant. Each patient underwent a gynecological examination. We excluded 
women with a history of medical abortion, birth, and ectopic pregnancies. In addition, we excluded women with 
endocrine (e.g. diabetes) disorders. To exclude other known causes of spontaneous abortion, the following tests 
were performed: ultrasound examination of pelvic organs, and karyotyping in women and men. The women’s 
mean age in the RM group, was 29.6±4.8 (SD) years. The control group comprised 408 fertile women. These 
women didn’t have a history of spontaneous abortion, or a family history of congenital malformations. They 
have born, at least, 1-2 healthy children. Women’s mean age at birth of last child was 26.8±5.2 (SD) years. 
Influence of the intrauterine infection was analyzed on the basis of laboratory tests. Diagnostics of bacterial 
vaginosis and vulvo-vaginal candidiasis by microscopic examination was conducted. Viral agent infections 
(herpes simplex virus type 2, cytomegalovirus, human papilloma virus type 16/18), Chlamydia trachomatis, 
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum, Gardnerella vaginalis and Trichomonas vaginalis were detected 
by enzyme-linked immunoassay and polymerase chain reaction (PCR). The data were obtained from the 
medical cards of the surveyed women. All the women gave a written informed consent before participating in the 
study. Typing of polymorphisms of Thr31Ser (rs41551813, HLA-G*01:03) in exon 2, Leu110Ile (rs12722477, 
HLA-G*01:04) and 1597 delС (rs41557518, HLA-G*01:05N) in exon 3 HLA-G genes were performed by real-
time PCR followed by melting analysis. The study showed that the intrauterine infection was not a risk factor 
for RM (p = 0.30) in the examined women. It was found that the 110 Ile allele (HLA-G *01:04) was a risk factor 
for RM both in women with intrauterine infection [ORa = 4.50 (2.41-8.38), p = 2.09e-06], and in women 
without infection [ORa = 2.46 (1.44-4.21), p = 0.0009]. The cooperative influence of genetic and infections 
factors with the risk of RM in women was revealed [ORa+f = 3.50 (2.01-6.09), p = 8.78e-06]. Our results will 
be useful in understanding the molecular mechanisms of immune disorders in fetomaternal interface, and for 
choosing the strategy of management and treatment in women with RM.

Keywords: genetic polymorphism, HLA-G, recurrent miscarriage
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Введение
Беременность является серьезным испыта-

нием для материнской иммунной системы. Ее 
успех зависит от включения сложных регулятор-
ных механизмов, позволяющих полуаллогенному 
плоду расти и развиваться, несмотря на тесный 
контакт с материнскими иммунокомпетентны-
ми клетками [4]. Феномен уклонения плода от 
материнского иммунного надзора получил на-
звание иммунотолерантности и связан с про-
дукцией уникального набора антигенов (АГ) 
Главного комплекса гистосовместимости челове-
ка – G (HLA-G) [9]. 

HLA-G принадлежат к неклассическим моле-
кулам семейства HLA I класса. Уникальность их 
функций во время беременности заключается в 
обеспечении иммунотолерантности и поддержки 
защиты плода от патогенов [19, 37]. Хотя HLA-G 
представляют ограниченный, но разный набор 
пептидов, они могут регулировать функции им-
мунных клеток через прямое взаимодействие с 
клеточными рецепторами [26]. Как выяснилось, 
HLA-G связываются с рецепторами ILT2 и ILT4 
(IgG-подобный транскрипт семейства рецепто-
ров LILR-leukocyte Ig-like receptor) и KIR2DL4 
(IgG-подобный рецептор киллерных клеток) на 
NK-клетках (ILT2 и KIR2DL4), CD4+ (ILT2) и 
CD8+ (ILT2) T-клетках, B-клетках (ILT2), моно-
цитах/макрофагах и дендритных клетках (ILT2 
и ILT4) [11, 19]. Они не активируют NK-клетки 
и CD8+T-клетки, а напротив, ингибируют ци-
тотоксичность и опосредуют апоптоз этих кле-
ток, индуцируют развитие АГ презентирующих 
клеток (АПК), дендритных клеток и различных 
типов регуляторных T-клеток, тем самым спо-
собствуя иммуносупрессии [26]. При осложне-
ниях беременности, связанных с нарушением 
иммуносупрессии, наблюдается низкая продук-
ция молекул HLA-G [25]. Помимо беременности 
установлена связь молекул HLA-G с хронически-
ми вирусными и паразитарными инфекциями, а 
также раком [23]. 

У человека обнаружено семь изоформ белка 
HLA-G. Четыре из них связаны с клеточной мем-
браной (HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 и HLA-G4), 
а три являются растворимыми (sHLA-G: 
HLA-G5, HLA-G6 и HLA-G7) и образуются в ре-
зультате альтернативного сплайсинга первичных 
транскриптов [6]. Особенности продукции моле-
кул HLA-G, их взаимодействия с клеточными ре-
цепторами и модуляции иммунного ответа кон-
тролируются полиморфизмом гена HLA-G [33]. 

По сравнению с классическими генами HLA 
I класса ген HLA-G слабо полиморфен, поли-
морфные изменения затрагивают как кодиру-
ющие, так и не кодирующие регионы гена. По-
лиморфизм в кодирующем регионе гена связан 

с изменениями в аминокислотной последова-
тельности белка. Установлены основные груп-
пы аллелей – HLA-G*01:01:xx, HLA-G*01:02, 
HLA-G*01:03:xx, HLA-G*01:04:xx, HLA-G*01:05N 
(нулевой аллель), HLA-G*01:06 и HLA-G*01:07 – 
HLA-G*01:18, выявляемые у людей в разных по-
пуляциях [33]. Обнаружена связь аллелей HLA-G 
и биологических функций молекул HLA-G, таких 
как связывание с пептидами и образование изо-
форм белка и его количества [11, 23]. Как показа-
ли исследования, уровень экспрессии гена и ста-
бильность мРНК регулируется полиморфизмом в 
некодирующем регионе гена HLA-G – промотор-
ной области (5’URR) и 3’-нетранслируемой обла-
сти (3’UTR). Нуклеотидная последовательность 
3’UTR-области отличается вариативностью. У 
людей выявлено более 40 гаплотипов 3’UTR, из 
которых только семь (с UTR1 по UTR7) стабиль-
но представлены у разных этносов и составляют 
~90% от всех известных гаплотипов. Обнаружены 
ассоциации UTR-гаплотипов с поверхностной 
экспрессией HLA-G и продукцией sHLA-G в 
плазме/сыворотке крови у людей [7, 19]. 

Полиморфизм гена HLA-G неоднократно из-
учался у женщин с разными осложнениями бе-
ременности, в том числе с невынашиванием 
беременности (НБ) [7]. Однако результаты ис-
следований весьма противоречивы в разных по-
пуляциях людей. Остается неизвестной связь 
полиморфизма гена HLA-G с чувствительностью 
к внутриматочной инфекции, которая может вы-
ступать триггером для повторных выкидышей во 
время беременности. Поэтому целью настоящего 
исследования стало изучение связи полиморфиз-
ма гена HLA-G, внутриматочной инфекции и не-
вынашивания беременности у женщин. 

Материалы и методы
Выборки. Основную группу (НБ) составили 

180 женщин, обратившиеся в Медико-генетиче-
скую консультацию г. Кемерово в связи с невы-
нашиванием беременности. На момент обследо-
вания 159 (88%) женщин были не беременными 
и находились на реабилитации после очередного 
выкидыша. 21 (12%) женщина была беременной, 
настоящая беременность тоже протекала с угро-
зой прерывания. Каждая женщина прошла гине-
кологическое обследование. Условиями отбора 
женщин в основную группу были: отсутствие в 
анамнезе медицинских абортов и внематочных 
беременностей; подряд два и более самопроиз-
вольных выкидыша; отсутствие аутоиммунных 
заболеваний; отсутствие репродуктивных про-
блем у мужчины. Для исключения других извест-
ных причин самопроизвольного выкидыша были 
проведены ультразвуковое исследование органов 
малого таза и кариотипирование женщины и 
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мужчины. Характеристика обследуемых женщин 
представлена в таблице 1.

Группу сравнения (контроль) составили 408 
женщин без НБ и врожденных пороков разви-
тия (ВПР) у плода/ребенка. Из них 264 (65%) 

женщины были беременными (15-36 нед.) и уже 
имели 1-2 детей, 144 (35%) женщины – рожени-
цы доношенных и недоношенных I степени де-
тей (родились в сроки 35-40 недель с массой тела 
больше 2000 г). Отсутствие ВПР у плода во время 

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУПП 
TABLE 1. CHARACTERISTICS OF THE STUDIED GROUPS

Параметр
Parameter

Группа
Group

НБ
RM 

(n = 180)

Контроль 
Control 

(n = 408)
возраст
age
m±SD
min-max

29,6±4,8
19-43

26,8±5,2
16-45

кол-во выкидышей
number of miscarriages:
m; min-max
2 выкидыша / 2 miscarriage
3 и более выкидышей / 3 and more miscarriages

2,4 (2,0-8,0)
132
48

–

выкидыши
miscarriages
до 12 недель / up to 12 weeks
после 12 недель / after 12 weeks
до и после 12 недель / before and after 12 weeks

107
10
63

–

хронические заболевания
chronic diseases
есть / yes
нет / no 
неизвестно / unknown

77
69
34

131
208
69

осложненный акушерско-гинекологический анамнез
complicated obstetric and gynecological history
отслойка плаценты / placental abruption
клинические признаки угрозы прерывания беременности / clinical signs of 
threatened abortion
синдром задержки развития плода / fetal growth retardation syndrome
фетоплацентарная недостаточность / fetoplacental insufficiency
хронический эндометрит / chronic endometritis
хроническое воспаление придатков матки / chronic inflammation of the 
uterine appendages
нет / no

157
81

124

8
47
66
11
23

157
–
11
–

100
32
14

251

инфекционный фактор
infectious factor
вирусы / viruses 
бактерии / bacterium 
простейшие / protozoa
смешанного генеза (бактерии + вирусы + простейшие) / mixed genesis 
(bacteria + viruses + protozoa)
сопутствующий бактериальный вагиноз / concomitant bacterial vaginitis
нет / no

87

29
39
–

19

17
93

177

15
144
3
5

129
231

курение / smoking
есть / yes
нет / no 
неизвестно / unknown

14
132
34

37
220
151
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беременности подтверждалось ультразвуковым 
исследованием, а при рождении ребенка – врача-
ми-неонатологами.

Влияние инфекционного фактора анализи-
ровали на основании лабораторных тестов: ми-
кроскопическое исследование (для выявления 
бактериального вагиноза и вульво-вагинального 
кандидоза); иммуноферментного анализа и по-
лимеразно-цепной реакции (для выявления ге-
нитального герпеса, цитомегаловируса, вируса 
папиломы человека (ВПЧ) типа 16/18; Chlamydia 
trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma 
urealyticum и Gardnerella vaginalis; и Trichomonas 
vaginalis. Данные были получены из медицинских 
карт обследуемых женщин.

Все женщины принадлежали к русской этни-
ческой группе. Работа проведена с соблюдением 
принципов добровольности и конфиденциаль-
ности в соответствии с требованиями 9 Феде-
рального закона от 27.07.06 г. «О персональных 
данных» №152-53. Получено письменное инфор-
мированное согласие на участие в исследовании. 

Генотипирование. Образцы ДНК выделяли из 
лимфоцитов периферической крови с помощью 
метода фенол-хлороформной экстракции с по-
следующим осаждением этанолом, образцы ДНК 
хранили при -20 °C. 

Типирование однонуклеотидных замен (SNP) 
Thr31Ser (rs41551813) в экзоне 2, Leu110Ile 
(rs12722477) и 1597 delС (rs41557518) в экзоне 3 
гена HLA-G проводили методом асимметричной 

ПЦР с использованием флуоресцентно-меченого 
олигонуклеотидного зонда с последующим плав-
лением амплификационных продуктов и анализа 
кривых плавления в режиме реального времени 
(рис. 1). 

Реакцию амплификации проводили в сле-
дующих условиях: начальная денатурация 
(96 °С – 3 мин); затем 54 цикла, включающих 
денатурацию при 96 °С – 6 с, отжиг праймеров 
при 62 °С – 6 с и последующую элонгацию при 
72 °С – 6 с; регистрировали кривые плавления 
в диапазоне температур 30-70 °С, повышая тем-
пературу на 0,5 °С в каждом цикле от начальной 
температуры, каждый шаг сопровождался реги-
страцией флуоресцентного сигнала в диапазоне, 
соответствующему интервалу флуорофора. Об-
щий объем реакционной смеси составил 20 мкл: 
10 mM Трис-HCl (рН 8,9), 55 mM KCl; 2,5 mM 
MgCl2, 0,01% Tween 20, 0,2 mM dNTP, 20-100 ng 
ДНК, 1 ед. акт. Klentaq-ДНК-полимеразы, рас-
творы олигонуклеотидных праймеров и зондов 
в следующих концентрациях: лимитирующий 
праймер – 0,1 mM, избыточный праймер – 1 mM 
и зонд -0,1 mM (табл. 2). 

Статистическая обработка данных
Статистический анализ полученных резуль-

татов проводился с помощью пакета статисти-
ческих программ Statistica for Windows v.8.0, 
(StatSoft, Inc.) и GenABEL, Genetics программ-
ного обеспечения R-project (www.r-project.org). 
Соответствие частот генотипов гена HLA-G рав-

Рисунок. 1. Кривые плавления продуктов амплификации rs12722477 полиморфизма гена HLA-G
Figure 1. Melting curves of the amplification products of rs12722477 polymorphism of HLA-G gene
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новесию Харди–Вайнберга (HWE) оценивали 
с помощью критерия χ2 Пирсона. В этом случае 
и при использовании других критериев нулевую 
гипотезу отвергали при p ≤ 0,05. 

Силу ассоциации вариантов гена HLA-G с са-
мопроизвольными выкидышами – отношение 
шансов (odds ratio, OR) и его доверительный ин-
тервал (CI: 95%) оценивали с помощью логисти-
ческого регрессионного анализа (функция “glm” 
программы R). В качестве базовой модели иссле-
довали аддитивную модель наследования при-
знака. 

Результаты
Изучение связи инфекции и НБ у женщин по-

казало, что у обследуемых нами женщин внутри-
маточная инфекция не являлась самостоятельно 
значимым фактором риска НБ. Сопоставление 
частоты случаев внутриматочной инфекции у 
женщин с НБ и в контроле не выявило статисти-
чески значимых отличий между ними (87/93 про-
тив 177/231 соответственно; χ2 = 1,04, d(f) = 1; 
p = 0,30, табл. 1).

Далее изучали связь генетического фактора 
с НБ у женщин. Распределение частот геноти-
пов SNP rs41551813, rs12722477 и rs41557518 гена 

ТАБЛИЦА 2. ПРАЙМЕРЫ И ЗОНДЫ ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В ИССЛЕДОВАНИИ

TABLE 2. SEQUENCE OF PRIMERS AND PROBES USED IN THE STUDY

Полиморфизм
Polymorphism

Праймеры
Primers

Последовательность праймеров
Sequence of primers

Последовательность зонда
Sequence of probe

Thr31Ser
(rs41551813)

прямой
direct 5’-GAGCCCCGCTTCATCGTCA-3’

5’-Fam-TGGACGACACGCAGTTC-BHQ-3’
обратный

reverse 5’-CACGCCGAGTCGCTGTC-3’

Leu110Ile
(rs12722477)

прямой
direct 5’- CAGTGGATGATTGGCTGCGA -3’

5’-R6G-CGACGGACGCCTCCTCC-BHQ2-3’
обратный

reverse 5’- CGAGGTAATCCTTGCCATCGT -3’

1597 delС
(rs41557518)

прямой
direct 5’-TGAACAGTATGCCTCCGATGG-3’

5’-Rox-AACGAGGACCTGCGCTC-BHQ2-3’
обратный

reverse 5’-CGAGGTAATCCTTGCCATCGT-3’

ТАБЛИЦА 3. ЧАСТОТА ГЕНОТИПОВ ГЕНА HLA-G В ИЗУЧАЕМЫХ ГРУППАХ
TABLE 3. FREQUENCY OF HLA-G GENOTYPES IN THE STUDY GROUPS

Полиморфизм 
HLA-G

Polymorphism HLA-G

Генотипы/аллели
Genotypes/alleles

НБ
RM
N (f)

Контроль
Control

N (f)
χχ2; d(f); p

Thr31Ser
rs41551813

Thr/Thr
Thr/Ser
Ser/Ser

MAF (Ser, *01:03)

171 (0,950)
9 (0,050)

–
9 (0,025)

389 (0,953)
19 (0,047)

–
19 (0,023)

0,53; 1; 0,76

Leu110Ile
rs12722477

Leu/Leu
Leu/Ile
Ile/Ile

MAF (Ile, *01:04)

120 (0,667)
56 (0,311)
4 (0,022)

64 (0,178)

355 (0,870)
52 (0,127)
1 (0,003)

54 (0,066)

35,07; 2; < 0,001

1597 delС
rs41557518

C/C
C/delC

delC/delC
MAF  (delC,*01:05N)

169 (0,939)
11 (0,061)

–
11 (0,031)

395 (0,968)
13 (0,032)

–
13 (0,016)

2,03; 1; 0,11

Примечание. n – количество наблюдений; f – частота встречаемости генотипа/аллеля; MAF – частота встречаемости 
минорного аллеля. 

Note. n, number of observations; f, frequency of genotypes/alleles; MAF, minor allele frequency.
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HLA-G у женщин с НБ и в контрольной группе 
соответствовало равновесию Харди–Вайнберга 
(p > 0,05, данные не показаны). 

Сопоставление частот генотипов изучаемых 
SNP гена HLA-G у женщин с НБ и в контро-
ле показало их значимые отличия только для 
SNP rs12722477 гена HLA-G (χ2 = 35,07, d(f) = 2; 
p < 0,001). Для SNP rs41551813 и rs41557518 ча-
стоты генотипов были сопоставимыми. Данные 
представлены в таблице 3. 

Далее мы предположили, что SNP rs12722477 
HLA-G может не только отдельно, но и в сочета-
нии с инфекцией оказывать влияние на риск НБ 
у женщин. Поэтому далее изучали связь между 
SNP rs12722477 гена HLA-G и риском НБ с уче-
том инфекционного фактора (табл. 4). Для того 
чтобы подтвердить или отвергнуть нашу идею, 
был использован подход, предложенный В.А. Ва-
вилиным с соавторами (2000) [2]. 

Так, OR, рассчитанное сопоставлением 
частот аллелей HLA-G у женщин с персистентной 
инфекцией в группах НБ и контроль, или, на-
оборот, рассчитанное только для женщин 
с отсутствием инфекции в этих группах, 
показывает влияние аллеля (ORa) на риск НБ, 
но в разных условиях среды. OR, рассчитанное 
путем сопоставления частот вариантов HLA-G у 

женщин с инфекцией в группе НБ и у женщин 
контрольной группы без инфекции, учитывает 
взаимодействие генетического и инфекционного 
факторов (ORa+f). Если влияние этих факторов 
однонаправлено, то величина ORa+f будет выше, 
чем ORa для женщин без инфекции. Если же 
влияние этих факторов разнонаправлено, то 
величина ORa+f будет ниже [2]. 

Обнаружена ассоциация аллеля 110Ile (HLA- 
G*01:04) c риском НБ как у женщин с внутри-
маточной инфекцией (ORa = 4,50 [2,41-8,38], 
p = 2,09e-06), так и у женщин без инфекции 
(ORa = 2,46 [1,44-4,21], p = 0,0009). Также обна-
ружена связь двух факторов с риском НБ у жен-
щин (ORa+f = 3,50 [2,01-6,09], p = 8,78e-06). По-
лученные нами результаты демонстрируют, что 
аллель 110Ile (HLA-G*01:04) оказывает значимое 
влияние на риск НБ, в том числе и на НБ, ассо-
циированное с инфекцией. 

Обсуждение
В настоящей работе мы изучали связь трех 

полиморфизмов rs41551813 (Thr31Ser, аллель 
HLA-G*01:03), rs12722477 (Leu110Ile, аллель 
HLA-G*01:04) и rs41557518 (1597 delС, аллель 
HLA-G*01:05N) в кодирующей части гена HLA-G 
с риском НБ у женщин. Их продукты отличаются 

ТАБЛИЦА 4. АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФИЗМА RS12722477 HLA-G И ИНФЕКЦИИ С РИСКОМ НЕВЫНАШИВАНИЯ 
БЕРЕМЕННОСТИ (АДДИТИВНАЯ МОДЕЛЬ НАСЛЕДОВАНИЯ)
TABLE 4. ASSOCIATIONS OF THE HLA-G RS12722477 POLYMORPHISM WITH RISK OF RECURRENT MISCARRIAGES 
(ADDITIVE MODEL OF INHERITANCE, MINOR ALLELE VS COMMON ALLELE)

Leu110Ile
rs12722477

Наличие инфекции (+) 
Presence of infection (+) 

Отсутствие инфекции 
(-)

No infection ORa(+)
(CI: 95%), p

ORa(-)
(CI: 95%), p

OR(a+f)
(CI: 95%), pНБ

RM
n = 87

Контроль 
Control
n = 177

НБ
RM

n = 93

Контроль 
Control
n = 231

Leu/Leu
Leu/Ile
Ile/Ile
MAF (Ile)

54 (0,621)
32 (0,368)
1 (0,011)

34 (0,195)

156 (0,881)
21 (0,119)

–
21 (0,059)

66 (0,710)
24 (0,258)
3 (0,032)

30 (0,161)

199 (0,862)
31 (0,134)
1 (0,004)

33 (0,071)

4,50 
(2,41-8,38),

2,09e-06

2,46
(1,44-4,21),

0,0009

3,50
(2,01-6,09),

8,78e-06

ТАБЛИЦА 5. СРАВНЕНИЕ ЧАСТОТЫ ВСТРЕЧАЕМОСТИ АЛЛЕЛЕЙ HLA-G У ЛЮДЕЙ ДВУХ РЕГИОНОВ РОССИИ
TABLE 5. COMPARISON OF THE FREQUENCY OF HLA-G ALLELES IN PEOPLE IN TWO REGIONS OF RUSSIA

Аллель
Allele

Западно-Сибирский регион
West Siberian region

(n = 408)

Северо-Западный регион 
[1]

Northwest region [1]
(n = 118)

p

HLA-G*01:01 87,9% 86,5% 0,68
HLA-G*01:03 2,3% 2,0% 0,83
HLA-G*01:04 6,6% 8,5% 0,48
HLA-G*01:05N 1,6% 2,9% 0,36
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по аминокислотному составу и имеют лишь не-
большое сходство в аминокислотной последова-
тельности репертуара предоставляемых пептидов 
иммунокомпетентным T- и NK-клеткам [1, 11]. 
Аллели HLA-G*01:01, HLA-G*01:03 и HLA-G*01:04 
наиболее распространены среди европейцев [11]. 
В российской популяции ранее были выявле-
ны только аллели HLA-G*01:01, HLA-G*01:03, 
HLA-G*01:04 и HLA-G*01:05N [1]. Мы сопоста-
вили собственные результаты с результатами ис-
следования из Северо-Западного региона. Вы-
яснилось, что статистически значимые отличия 
в частотах встречаемости аллелей HLA-G у отно-
сительно здоровых людей в двух регионах России 
отсутствуют (табл. 5). 

Нами обнаружена ассоциация аллеля 110Ile 
(HLA-G*01:04) с риском НБ как инфекционного, 
так и неинфекционного генеза, при этом риск 
НБ выше у женщин с инфекцией (табл. 4). Вы-
явлено однонаправленное взаимодействие гене-
тического и инфекционного факторов у женщин 
с НБ. Наши результаты согласуются с ранее опу-
бликованными данными относительно связи ал-
леля HLA-G*01:04 с повторяющимися самопро-
извольными выкидышами [5, 40] и отторжением 
аллотрансплантата легкого [14] и почки [27]. 

Аллель 110Ile HLA-G кодирует a2-вне кле-
точный домен G1 изоформы белка, связанного с 
клеточной мембраной (mHLA-G1). Вместе с a1-
внеклеточным доменом они образуют антигенс-
вязывающую полость, содержащую специфич-
ный для каждого человека пептид [5]. Изоформа 
mHLA-G1 может подвергаться протеалитическо-
му расщеплению матриксными металлопротеи-
назами и «высвобождаться» в виде растворимой 
(sHLA-G1) формы после отделения от клеточной 
мембраны [31]. Обе формы mHLA-G1 и sHLA-G1 
имеют одинаковую специфичность к рецепторам 
T- и NK-клеток [11]. Было предположено, что 
аминокислотная замена Leu→Ile в положении 
110 экзона 3 гена HLA-G может структурно изме-
нять представляемый пептид и антигенсвязыва-
ющую полость и влиять на эффективность свя-
зывания с рецепторами NK- и T-клеток, изменяя 
их активность [5, 14, 28].

Эта идея недавно получила подтвержде-
ние в исследованиях на клетках линии K652, 
трансдуцированных вариантами HLA-G*01:01, 
HLA-G*01:03 и HLA-G*01:04 (отличаются друг от 
друга аминокислотными заменами в a2-домене 
АГ) в качестве мишеней, и NK-клетках в каче-
стве эффекторов. Аллель HLA-G*01:04 связан с 
пептидно-опосредованными изменениями АГ, 
способными влиять на взаимодействие с дециду-
альными и периферическими NK-клетками. Как 
оказалось, кодируемые аллелем HLA-G*01:04 АГ 
детерминанты отличаются от остальных в пред-

ставлении профиля якорной последовательно-
сти пептида NK-клеткам. Отмечено сходство 
в презентации пептида HLA-G*01:04 с другим 
неклассическим HLA I класса – HLA-E*01:03, 
для которого высокая поверхностная экспрес-
сия АГ связана с повышенным ингибированием 
активности NK-клеток через рецептор CD94/
NKG2A [11, 20]. Цитотоксический тест показал, 
что mHLA-G*01:04 на K652 клетках обеспечивал 
им максимальную защиту от лизиса NK-клетками, 
чем mHLA-G*01:01 и mHLA-G*01:03 [11]. В по-
добном исследовании с децидуальными NK-
клетками (dNK CD56+bright/ CD9+) было най-
дено, что sHLA-G*01:04 и sHLA-G*01:01 на 
К652-клетках имели лучшую эффективность 
связывания с dNK-клетками, чем вариант 
sHLA-G*01:03. Премированные dNK-клетки 
пролиферировали сильнее после их инкубации с 
клетками К652 с mHLA-G*01:04, чем с клетками 
с mHLA-G*01:01 и mHLA-G*01:03 [34]. 

Во время беременности dNK-клетки являются 
самой большой популяцией (~70-80%) лейкоци-
тов фетоплацентарного комплекса. В отличие от 
периферических NK-клеток они обладают по-
ниженной цитотоксичностью и ориентированы 
на индукцию цитокинов и ангиогенных факто-
ров, необходимых для инвазии трофобласта и 
сосудистого ремоделирования плаценты [19, 37]. 
Молекулы HLA-G отсутствуют на dNK-клетках, 
но они могут их приобретать из клеток трофо-
бласта или других иммунокомпетентных клеток 
с помощью трогоцитоза. Приобретение молекул 
HLA-G dNK-клетками приводит к перепрограм-
мированию этих клеток на создание иммуносу-
прессивной среды, причем они не экспрессируют 
HLA-G, а лишь временно их демонстрируют [19].

Предполагается, что HLA-G служит лигандом 
для ингибирующего внутриклеточного рецептора 
KIR2DL4 NK-клетки, его основным взаимодей-
ствующим партнером рассматривается sHLA-G 
форма [11, 26]. Комплексы HLA-G – KIR2DL4 
могут приводить к устойчивой внутриклеточной 
передаче сигналов после интернализации и по-
глощения HLA-G [37]. Интернализация и дегра-
дация HLA-G, приобретенного NK-клетками, 
может восстанавливать цитотоксическую спо-
собность и высокую воспалительную активность 
dNK-клеток. Как было показано для цитомега-
ловирусной инфекции, прерывание цикла тро-
гоцитоз-интернализация-поглощение цитокина-
ми и/ или вирусными продуктами обеспечивало 
dNK-клеткам контроль над инфекцией в фето-
плацентарном комплексе [37]. 

Во время беременности концентрация 
sHLA-G в плазме крови женщин на порядок 
выше по сравнению с небеременными женщина-
ми [23] и имеет смешанное происхождение, часть 
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sHLA-G выделяется клетками трофобласта [15]. 
Источником материнских sHLA-G служат АПК, 
чьи функции направлены на поддержание толе-
рогенной среды на границе мать-плод [6]. 

Аллель HLA-G*01:04 связан с более высокими 
концентрациями sHLA-G и sHLA-I в плазме кро-
ви доноров [29], а также в слизистой цервикаль-
ного канала у небеременных женщин [36] по срав-
нению с другими аллелями HLA-G. Повышенная 
продукция sHLA-G у носителей этого аллеля 
объясняется уникальной структурой гаплотипов 
промотора, где присутствует предковый аллель 
-1155A рядом с областью контроля локуса, отве-
чающей за регуляцию экспрессии гена [18, 35]. 
В связи с этим можно было бы ожидать, что опос-
редованные аллелем 110Ile HLA-G (HLA-G*01:04) 
механизмы иммуносупрессии должны способ-
ствовать успешному развитию беременности, од-
нако исключением могут быть первичные и/или 
хронические инфекции у матери. 

Иммуносупрессивные свойства молекул 
HLA-G используются вирусами и внутрикле-
точными паразитами для разработки множества 
стратегий уклонения от иммунного ответа хозяи-
на [12, 18, 19]. Высокие уровни sHLA-G в плазме 
крови наблюдаются при вирусных (ВИЧ, цитоме-
галовирус, вирус гепатита C и B) и паразитарных 
(Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum) инфек-
циях, а также в слизистой цервикального канала 
у небеременных женщин с бактериальным ваги-
нозом [16, 28, 36]. Обнаружены ассоциации алле-
ля HLA-G*01:04 и чувствительностью людей к ви-
русам ВИЧ-1 [36, 39], гепатита C [22], ВПЧ типа 
16 и 18 [32]. У финок этот аллель связан с риском 
вертикальной передачи папилломавирусной ин-
фекции ребенку при рождении [21]. 

Воспалительные реакции, опосредованные 
внутриматочными инфекциями, привлекают 
и стимулируют дифференциацию и активацию 
многих иммунных клеток из периферической 
крови матери. Эти клетки могут служить мише-
нями для вирусов и способствовать их реплика-
ции и распространению [38]. Кроме того, вирусы 
могут индуцировать присоединение восходящих 
бактериальных инфекций [13]. Неконтролируе-
мые внутриматочные вирусные и бактериальные 
инфекции в плаценте создают воспаление, изме-
няющее функции регуляторных T-клеток и ак-
тивность dNK-клеток и CD8+ dT-клеток памяти, 
дестабилизирующее иммунотолерантность в си-
стеме «мать–плод» и, вероятно, провоцирующее 
гибель плода [13]. Есть мнение, что менее интен-
сивная экспрессия гена HLA-G у матери может 
обеспечивать более устойчивый иммунный ответ 
против вторжения патогенов во время беремен-
ности [35]. 

Хотя кодирующие аллели HLA-G отвечают за 
продукцию и функции молекул HLA-G, было об-
наружено, что отдельные SNP в 5’URR и 3’UTR 
регионах гена HLA-G оказывают влияние на его 
экспрессию. Структура гаплотипов, определя-
емая соответствующими SNP в 5’URR и 3’UTR 
регионах гена и получившая название UTR, со-
хранена в популяциях людей разных этносов и 
связана с продукцией sHLA-G [10, 14, 18]. Аллель 
HLA-G*01:04 включает UTR3-гаплотип. У бра-
зильцев HLA-G*01:04~UTR3 гаплотип ассоции-
рован с промежуточной продукцией sHLA-G в 
периферической крови [10]. Исследования ле-
гочных заболеваний и трансплантации легкого 
у людей показали, что HLA-G*01:04~UTR3 га-
плотип может быть маркером воспаления и ас-
социирован с нарушением долгосрочной выжи-
ваемости аллотранспантата и низкими уровнями 
sHLA-G в сыворотке крови реципиентов [8, 14, 
17]. Сплитами HLA-G*01:04~UTR3 гаплотипа яв-
ляются варианты HLA-G*01:04:01~UTR3 и HLA-
G*01:04:04~UTR3, коррелирующие у здоровых 
людей с повышенным и пониженным содержани-
ем sHLA-G в сыворотке крови. Как выяснилось, 
оба аллеля HLA-G*01:04:01 и HLA-G*01:04:04 от-
личаются нуклеотидной последовательностью в 
положении +1827 (G > A, кодон 267) 4 экзона и 
кодируют одну и ту же аминокислоту пролин. In 
silico было найдено, что замена +1827 G > A соз-
дает экзонный криптический акцепторный сайт, 
в результате транскрипты мРНК HLA-G*01:04 
могут обрабатываться по-разному и отвечать за 
продукцию разного количества белка у людей [18, 
30]. Известно, что снижение или нарушение про-
дукции sHLA-G в крови у женщин на ранних 
этапах беременности является фактором риска 
самопроизвольного выкидыша или будущего ос-
ложнения беременности – преэклампсии [6]. 

Экспрессия гена HLA-G дополнительно регу-
лируется внеклеточными факторами, их рецепто-
рами и сигнальными молекулами [24]. Иммуно-
модулирующие свойства прогестерона связаны с 
поддержанием иммуносупрессии и защитой пло-
да от отторжения иммунной системой матери [3]. 
Прогестерон может изменять экспрессию гена 
HLA-G через специфический сайт связывания – 
неклассическую коровую консенсусную после-
довательность длиной 15 н.п. элемента ответа 
на прогестерон (PRE) в 5’URR-регионе, распо-
ложенный на 37 н.п. ниже от стартового кодона 
ATG и перекрывающий TATA-бокс HLA-G [19, 
24]. In silico обнаружено, что по сравнению с дру-
гими гаплотипами замена G > A в положении 
+1827 HLA-G*01:04~UTR3 может приводить к из-
менению сайта PRE и нарушать активацию экс-
прессии гена, способствуя потери контроля над 
локальным воспалением [30]. 
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Заключение
Обнаружена ассоциация аллеля 110Ile 

(rs12722477, HLA-G*01:04) с риском НБ у жен-
щин. В нашем исследовании внутриматочная ин-
фекция не являлась самостоятельным фактором 
риска НБ у женщин. В то же время аллель 110Ile 
(HLA-G*01:04) и инфекция оказывали совмест-
ный эффект влияния на предрасположенность к 
НБ. Нельзя не исключить, что у женщин аллель 
110Ile (HLA-G*01:04) может быть одним из клю-
чевых элементов рестрикции механизма иммуно-

толерантности и материнского иммунного ответа 
на внутриматочную инфекцию во время беремен-
ности. Поскольку аллель-зависимая продукция 
молекул HLA-G дополнительно контролируется 
полиморфизмом в 5’URR и 3’UTR регионах гена 
HLA-G, исследование UTR-гаплотипов HLA-G 
может помочь расширить наши знания о меха-
низмах иммунных нарушений в системе «мать–
плод», поэтому требуется продолжить исследова-
ние. Наши результаты могут быть полезными при 
выборе тактики ведения и лечения женщин с НБ. 
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РАЗРАБОТКА ПОДХОДОВ К КЛЕТОЧНОЙ 
ИММУНОТЕРАПИИ ОНКОЛОГИЧЕСКИХ БОЛЬНЫХ 
Гельм Ю.В., Абакушина Е.В., Пасова И.А., Гривцова Л.Ю.
Медицинский радиологический научный центр имени А.Ф. Цыба – филиал ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр радиологии» Министерства здравоохранения РФ, г. Обнинск, Калужская обл., 
Россия

Резюме. Для лечения пациентов с онкологическими заболеваниями в последние годы активно раз-
виваются методы клеточной иммунотерапии. Наиболее актуальным становится применение проти-
воопухолевой адоптивной (от англ. adopt – принимать, усыновлять) иммунотерапии (АИТ) на основе 
активированных in vitro лимфоцитов и клеток натуральных киллеров (NK-клеток), противоопухоле-
вый потенциал которых усиливают с помощью культивирования in vitro в присутствии цитокинов. 
При инкубации in vitro мононуклеаров периферической крови пациентов с цитокинами получают 
цитокин-индуцированные киллеры (ЦИК). Именно они являются одним из важных компонентов 
противоопухолевой защиты и могут использоваться для АИТ. В настоящее время исследования в об-
ласти противоопухолевой АИТ продолжаются, идет поиск высокотехнологичных и безопасных ме-
тодов клеточной иммунотерапии в онкологии. В статье представлены результаты in vitro активации 
лимфоцитов периферической крови 19 онкологических больных двумя способами. В присутствии 
интерлейкинов: IL-2, IL-12 и в присутствии интерлейкинов: IL-2 и IL-15. Методом ИФА выявлены 
различия в секреции цитокинов (IL-2, IL-4, IL-6 и IL-10, IFNa и IFNγ и TNFa) активированными 
in vitro лимфоцитами. Показано, что для более ранней активации клеток in vitro необходимо приме-
нять IL- 15. Изучена способность клеток цельной крови 20 онкологических больных, после прове-
дения клеточной иммунотерапии и без нее, а также 10 здоровых доноров секретировать цитокины 
in vitro при спонтанном и митоген-индуцированном способе культивирования. Установлено, что 
клетки периферической крови онкологических больных, получающих АИТ на протяжении года и бо-
лее, обладают большей способностью реагировать на стимуляцию митогеном, в отличие от больных, 
которым АИТ никогда не проводили, а так же относительно группы доноров, иммунная система ко-
торых также не подвергалась стимуляции. Вероятнее это можно объяснить тем, что при введении ак-
тивированных in vitro ЦИК в организме пациента запускается ряд каскадных реакций межклеточного 
взаимодействия, приводящих к активации клеток иммунной системы пациента, а именно противо-
опухолевого иммунитета, пролиферации цитотоксических лимфоцитов и NK-клеток, и подавления 
иммуносупрессии in vivo. Разработанный способ получения ЦИК может быть рекомендован для про-
ведения клеточной АИТ онкологическим больным, как новый подход к активации клеток иммунной 
системы больного in vivo. 

Ключевые слова: лимфоциты, активация in vitro, IL-2, IL-12, IL-15, клеточная иммунотерапия, активность клеток, 
физиологический резерв
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DEVELOPMENT OF APPROACHES FOR CELLULAR 
IMMUNOTHERAPY OF CANCER PATIENTS
Gelm Yu.V., Abakushina E.V., Pasova I.A., Grivtsova L.Yu.
A. Tsyb Medical Radiological Research Center, Branch of National Medical Research Center of Radiology, Obninsk, 
Kaluga Region, Russian Frederation

Abstract. To treat the patients with oncological diseases, cellular immunotherapy have been actively 
developed in recent years. Usage of antitumor adoptive immunotherapy (AIT) based on in vitro activated 
lymphocytes and natural killer cells (NK cells) is the most urgent issue. Their antitumor potential is enhanced by 
in vitro cultivation in the presence of cytokines. In vitro incubation of autologous peripheral blood mononuclear 
cells supplemented with cytokines produces cytokine-induced killer cells (CIK). These cells represent the 
important component of antitumor protection which may be potentially used for AIT. Currently, the studies 
in the field of antitumor AIT continues, searching for high-tech and safe methods of cellular immunotherapy 
in oncology. The article describes results of in vitro activation of lymphocytes from cancer patients (n = 19) in 
the culture media containing IL-2, IL-12 and IL-15. The ELISA assays revealed differences in the cytokine 
secretion (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFNa, IFNγ, TNFa) after in vitro activation of lymphocytes. It was shown 
that, for earlier in vitro activation of cells, IL-15 should be supplemented. We also studied the ability of whole 
blood cells from cancer patients (n = 20) receiving cell immunotherapy vs those non-treated with AIT, as well 
as healthy donors (n = 10), to secrete cytokines in spontaneous and mitogen-induced cultures. Peripheral 
blood cells of cancer patients receiving AIT for a year or more proved to show a more pronounced ability to 
respond to mitogen stimulation, in contrast to the patients who have never received AIT, as well as in relation 
to a group of donors whose immune system has not been stimulated either. Most likely, this may be explained 
by the fact, that the in vitro activated CIKs if introduced into the patient’s body, trigger a number of cascade-
like intercellular interactions leading to activation of the patient’s immune system cells, especially, antitumor 
immunity, proliferation of cytotoxic lymphocytes and NK cells, like as in vivo inhibition of immunosuppression. 
The developed method of CIK production may be offered for carrying out cellular AIT in oncological patients 
as a novel approach to in vivo activation of the patient’s immune system.

Keywords: lymphocytes, in vitro activation, IL-2, IL-12, IL-15, cell immunotherapy, cell`s activity, physiological reserve

Введение
Адоптивная (от англ. adopt – принимать, 

усыновлять) сопроводительная иммунотера-
пия (АИТ) является одним из перспективных 
направлений современной онкоиммунологии, 
которая направлена на активацию противоопу-
холевой активности и усиление эффекторного 
звена иммунного ответа за счет цитотоксических 
Т-лимфоцитов и NK-клеток [6, 9, 10, 11, 12, 14]. 
К таким исследованиям с полным основанием 
можно отнести работы связанные с развитием 
новых методов АИТ, которые недавно продемон-
стрировали положительные результаты в лечении 
ряда онкологических заболеваний [6, 7, 8, 14]. 
АИТ направлена на усиление противоопухоле-
вого ответа за счет введения больному различных 
типов иммунных клеток, включая дендритные 
клетки (ДК), CTLs, лимфокин-активированные 
киллерные клетки, цитокин-индуцированные 
киллерные клетки (ЦИК) и NK-клетки. Подоб-
ные подходы показывают хороший терапевти-
ческий ответ у больных с распространенными 

формами рака [7]. Основным преимуществом 
адоптивной иммунотерапии является прямое 
противоопухолевое действие активированных 
иммунокомпетентных клеток. В настоящее вре-
мя исследования в области противоопухолевой 
АИТ продолжаются, идет поиск высокотехноло-
гичных и безопасных методов клеточной имму-
нотерапии в онкологии [2, 6, 12, 15].

В регуляции иммунного ответа большую роль 
на всех этапах его развития играют цитокины. 
Уровень концентрации цитокинов в сыворотке 
или плазме крови отражает состояние иммунной 
системы пациента, в частности работу гумораль-
ного и клеточного звена иммунитета, тогда как в 
ситуациях, сопряженных с дефицитом или дис-
балансом регуляторных факторов, необходимо 
оценить способность клеток крови к секреции 
цитокинов [1, 3, 4, 5, 13]. При этом спонтанная 
продукция цитокинов свидетельствует о том, на-
сколько клетки крови уже активированы in vivo, 
в то время как митоген-индуцированная (МИ) 
продукция позволяет оценить потенциальную 
способность клеток к секреции цитокинов в от-
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вет на стимул, то есть узнать физиологический 
резерв активности клеток у данного конкретно-
го пациента. Поэтому выявление способности 
клеток крови онкологических больных до и на 
этапах проведения адоптивной АИТ к индукции 
различных цитокинов и их соотношений в крови 
позволит выявить как дисфункцию, так и степень 
активности клеток иммунной системы.

Материалы и методы
Образцы периферической крови получены у 

39 онкологических больных (меланома – 20 чело-
век, рак кишечника – 3, рак желудка – 1, рак под-
желудочной железы -1, опухоль пищевода – 1, 
рак ротоглотки – 2, рак молочной железы – 5, рак 
легкого – 2, опухоли матки – 3, и опухоли пред-
стательной железы – 1) и у 10 здоровых доноров 
(контрольные образцы периферической крови). 
У больных и доноров получено информирован-
ное согласие. Дизайн исследования представлен 
в таблице 1.

Выделение ПМН, изучение морфологии и жиз-
неспособности лимфоцитов 

Мононуклеары периферической крови выде-
ляли на градиенте плотности фиколла (ρ = 1,077), 
из 30 мл гепаринизированной венозной крови, 
путем центрифугирования при 2000 оборотов/
мин, далее дважды отмывали фосфатно-солевым 
буфером (pH 7,4) и доводили до концентрации 
1,5-2 млн/мл. Жизнеспособность культивируе-
мых клеток определяли с помощью 0,4% раствора 
трипанового синего (Биолот, Россия), а именно в 

камере Горяева пересчитывали в процентах долю 
мертвых, т.е. в которые проник краситель, от об-
щего количества клеток.

Активация лимфоцитов in vitro с помощью IL-2, 
IL-12, IL-15

Активацию и культивирование выделенных 
мононуклеаров проводили до 10 дней в пластико-
вых флаконах с вентилируемой крышкой (в усло-
виях СО2-инкубатора) в питательной среде RPMI 
1640 (ПанЭко, Россия) с рекомбинантными чело-
веческими (rh) интерлейкинами: в среде 1 (n = 7) 
с добавлением IL-2 и IL-12, в среде 2 (n = 12) с до-
бавлением IL-2 и IL-15. Через каждые 48-72 часа 
обновляли половину объема питательной среды. 
На 3-й и 7-й дни активации отбирали часть акти-
вированных лимфоцитов, осаждали центрифуги-
рованием, собирали и замораживали супернатант 
для иммуноферментного анализа (ИФА)

Спонтанная и митоген-индуцированная (МИ) 
активация клеток крови

В исследование включены две группы боль-
ных. Одну группу (n = 10) составили онкологиче-
ские больные, получающие непрерывно клеточ-
ную АИТ не менее года (группа АИТ+). Вторую 
группу (n = 10) составили онкологические боль-
ные, не получавшие ранее адоптивную клеточ-
ную АИТ (группа АИТ-). Контрольная группа – 
здоровые доноры крови (n = 10). 

Для группы больных, получающих АИТ в не-
прерывном режиме на протяжении года и более, 
проводилась активация предварительно выде-
ленных лимфоцитов. Для культивирования и 

ТАБЛИЦА 1. ДИЗАЙН ИССЛЕДОВАНИЯ
TABLE 1. STUDY DESIGN

Оценка влияния интерлейкинов (IL):
IL-2, IL-12, IL-15 на цитокинопродукцию 

иммунокомпетентных клеток (ЦИК)
Assessment of the effect of interleukins (IL): IL-2, IL-12,  

IL-15 on cytokine production of immunocompetent cells (CIK)

Спонтанная и митоген индуцированная 
активация клеток цельной крови

Spontaneous and mitogen-induced activation of whole 
blood cells

Cреда 1 
Medium 1

Среда 2 
medium 2

1 группа 
(АИТ+)
Group 1
(AIT+)

2 группа  
(АИТ-)

Group 1
(AIT+) 

Контрольная 
группа

(доноры)
Сontrol Group

(donors)
компоненты среды:  

IL-2 и IL-12
medium components: 

IL-2 and IL-12

компоненты среды:  
IL-2 и IL-15

medium components: 
IL-2 and IL-15

инкубация цельной крови: спонтанная и МИ
whole blood incubation: spontaneous and MI

время инкубации: 7-10 суток
incubation time: 7-10 days

время инкубации: 1-е сутки
incubation time: 1st day

n = 7 n = 12 n = 10 n = 10 n = 10

ИФА супернатантов 3-й и 7-й дни, сравнение
ELISA of supernatants 3rd and 7th days, comparison

ИФА супернатантов при спонтанном и МИ 
способе культивирования, сравнение

ELISA of supernatants with spontaneous and MI 
cultivation, comparison
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МИ активации клеток цельной крови больных 
и доноров по инструкции фирмы производите-
ля использовали специальные наборы реагентов 
«Цитокин-стимул-бест» (АО «Вектор-Бест»). 
Митоген содержал фитогемагглютинин – 4 мкг, 
конканавалин А – 4 мкг и липополисахарид – 
2 мкг. Через сутки инкубации флаконы вскрыва-
ли, содержимое переносили в пробирки, клетки 
осаждали центрифугированием при 3000 оборо-
тов/мин в течение 10 минут, собирали и замора-
живали супернатант для оценки концентрации 
цитокинов методом ИФА.

Имуноферментный анализ (ИФА)
В супернататнтах, полученных на этапах ин-

кубации мононуклеаров и цельной крови, опре-
деляли концентрации цитокинов: IL-2, IL- 4, 
IL-6 и IL-10, IFNa и IFNγ и TNFa, инкуба-
цию проводили с помощью наборов реагентов 
«Вектор-Бест» по инструкции фирмы произво-
дителя. Одномоментно в тот же планшет вносили 
в дублях калибровочные и контрольные образ-
цы. По окончании всех необходимых инкубаций 

и промывок вносили стоп-реагент и измеряли 
оптическую плотность образцов на фотометре 
ChroMate (Awareness Technology, США) в двух-
волновом режиме: основной фильтр – 450 нм, 
референс-фильтр – 620 нм. Далее вычисляли 
среднее арифметическое значение оптической 
плотности для каждой пары лунок, содержащих 
калибровочные, контрольные и анализируе-
мые образцы. Строили в линейных координатах 
калибровочный график зависимости среднего 
арифметического значения оптической плотно-
сти (ед. опт. плотн.) от концентрации цитокина 
в калибровочных образцах (пг/мл) и определяли 
по графику концентрацию цитокина в контроль-
ных и анализируемых образцах.

Проведение АИТ онкологическим больным ци-
токин-индуцированными киллерными (ЦИК) клет-
ками

Для получения ЦИК проводили активацию и 
культивирование мононуклеаров течение 10- 14 
дней в пластиковых флаконах с вентилируемой 
крышкой (в условиях СО2-инкубатора) в пита-

ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ В СУПЕРНАТАНТАХ ОНКОЛОГИЧЕСКИХ БОЛЬНЫХ (пг/мл) 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ УСЛОВИЙ И ВРЕМЕНИ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ, Me (Q0,25-Q0,75) пг/мл

TABLE 2. CONCENTRATIONS OF CYTOKINES IN SUPERNATANTS OF CANCER PATIENTS (pg/ml) DEPENDING  
ON THE CONDITIONS AND TIME OF CULTIVATION, Me (Q0.25-Q0.75) pg/ml

Cреда 1 (IL-2 + IL-12)
Medium 1 (IL-2 + IL-12)

n = 7

Cреда 2 (IL-2 + IL-15)
Medium 2 (IL-2 + IL-15)

n = 12

Цитокин
Cytokine

3-е сутки (пг/мл)
3rd day (pg/ml)

7-е сутки (пг/мл)
7th day (pg/ml)

3-е сутки (пг/мл)
3rd day (pg/ml)

7-е сутки (пг/мл)
7th day (pg/ml)

IL-2 104,0 
(102,0-117,5)

117,0 
(105,0-125,0)

86,0 
(68,0-117,0)

107,0 
(66,3-111,0)

IL-4 2,0 
(1,0-3,5)

11,0 
(6,5-20,0)*

3,0 
(3,0-3,0)

13,0 
(5,8-38,5)*

IL-6 57,0 
(17,0-177,0)

236,0 
(205,0-276,5)

206,5 
(204,8-221,8)

214,0 
(207,8-224,0)

IL-10 63,0 
(58,0-97,5)

91,0 
(80,5-105,0)

157,0 
(93,0-306,3)**

120,5 
(82,8-146,8)

IFNaa 0,0 
(0,0-0,0)

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

0,0 
(0,0-0,3)

0,0 
(0,0-0,3)

IFNγγ 64,0 
(28,0-896,0)

900,0 
(702,0-1105,0)

589,0 
(282,0-889,0)

1187,5 
(1115,0-1294,5)*, ***

TNFaa 25,0 
(14,0-143,5)

184,0 
(176,5-208,0)*

57,0 
(38,3-184,0)

176,5 
(144,5-206,0)

Примечание. * р < 0,05 – цитокинопродукция в супернатантах на 7-е сутки активации по сравнению с 3-ми сутками 
внутри группы (в среде 1 и в среде 2); ** р < 0,05 – цитокинопродукция в супернатантах на 3-и сутки активации 
лимфоцитов в среде 2 по сравнению со средой 1; ** *р < 0,05 – цитокинопродукция в супернатантах на 7-е сутки 
активации лимфоцитов в среде 2 по сравнению со средой 1.

Note. * p < 0.05, cytokine production in supernatants on the 7th day of activation compared to 3 days within the group (in medium 
1 and in medium 2); ** p < 0.05, cytokine production in supernatants on 3rd day of lymphocyte activation in medium 2 compared 
with medium 1; *** p < 0.05, cytokine production in supernatants on the 7th day of lymphocyte activation in medium 2 compared to 
medium 1.
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тельной среде с добавлением IL-2 «Биотех» и 
IL-15 “Cloud-Clone Corp.”. Курс АИТ состоял 
из 10 внутрикожных инъекций ЦИК, инсули-
новым шприцом паравертебрально в 2-4 точки. 
Курсы адоптивной иммунотерапии проводи-
лись в рамках выполнения Госзадания и научных 
протоколов МРНЦ им. А.Ф. Цыба, одобренных 
этическим комитетом Центра. Каждый больной 
подписывал информированное согласие на про-
ведения АИТ.

Статистический анализ результатов
Анализ проводили с помощью программы 

Microsoft Excel 2007, данные представлены как 
медиана (Ме) и диапазон квартильных отклоне-
ний (Q0,25-Q0,75). Достоверности различий продук-
ции цитокинов клетками доноров, онкологиче-
ских больных получивших и не получивших АИТ 
после спонтанной и МИ активации оценивали 
по U-критерию Манна–Уитни. Отличия считали 
значимыми при p < 0,05.

Результаты
Влияние IL-2, IL-12, IL-15 на продукцию цито-

кинов лимфоцитами крови онкологических больных
Жизнеспособность ЦИК-клеток онкологи-

ческих больных, при выращивании в различных 
условиях (среда 1 и среда 2) была достаточно вы-
сокой (92,0%) и не отличалась от условий культи-
вирования. Ко 2 дню ЦИК начинали прилипать 
к пластику, и образовывать скопления клеток. На 
2-3-и сутки постепенно начинали увеличивать-
ся в размерах и сохраняли морфологию больших 
гранулярных лимфоцитов на протяжении всего 
периода выращивания. К 7-10-му дню отмеча-
лась пролиферация лимфоцитов в 1,5-2 раза и их 
отлипание от поверхности культурального пла-
стика, что указывает на окончание активации 
клеток in vitro, как показано нами ранее [1].

При активации ЦИК больных в среде 1 по-
казано, что на 7-е сутки относительно 3-х суток 
значимо (р < 0,05) увеличивалось содержание 
IL-4 и TNFa в супернатантах (табл. 2). Парал-

ТАБЛИЦА 3. ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ КЛЕТКАМИ КРОВИ ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ И ОНКОЛОГИЧЕСКИХ БОЛЬНЫХ 
ПРИ СПОНТАННОМ И МИ-СПОСОБЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

TABLE 3. CYTOKINE PRODUCTION OF BLOOD CELLS OF HEALTHY DONORS AND CANCER PATIENTS WITH 
SPONTANEOUS AND MI CULTIVATION

Контрольная группа
(доноры), пг/мл 

Сontrol group (donors), pg/ml 
(n = 10)

1-я группа (АИТ+), пг/мл
Group 1 (AIT+), pg/ml 

(n = 10)

2-я группа ( АИТ-), пг/мл
Group 2 (AIT-), pg/ml 

(n = 10)

Цитокин
Cytokine

Спонтаная
Spontaneous

МИ
MI

Спонтаная
Spontaneous

МИ
MI

Спонтаная
Spontaneous

МИ
MI

IL-2 6,1
(0,3-10,3)

109,6
(59,1-182,3)*

3,7
(0,5-8,2)

45,9
(44,3-84,5)*, ***

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

50,6
(7,5-67,1)*, ***

IL-4 3,2
(1,0-6,4)

6,0
(5,1-7,5)

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

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

0,0
(0,0-0,8) **

5,3
(2,8-8,9)*

IL-6 14,5
(10,5-40,7)

8695,0
(7350,0-9793,8)*

28,3
(15,4-54,5)

11202,5
(8998,8-13751,3)*, ***

27,2
(8,1-57,0)

9585,0 
(5435,0-18451,3)*

IL-10 2,4
(0,8-3,8)

166,6
(123,1-202,8)*

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

147,3
(123,6-207,4)*

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

167,1
(124,6-197,5)*

IFNaa 0,0
(0,0-0,0)

0,0
(0,0-0,0)

0,0
(0,0-0,0)

0,0
(0,0-0,2)

0,0
(0,0-0,3)

0,0
(0,0-0,2)

IFNγγ 0,0
(0,0-2,9)

1324,1
(583,4-3268,5)*

0,0
(0,0-0,0)

1935,2
(1393,4-2847,2)*

0,0
(0,0-0,0)

479,8
(399,5-1525,5)*

TNFaa 4,9
(0,1-10,5)

555,0
(162,0-813,0)*

0,4
(0,0-8,4)

977,0
(789,3-1238,5)*, ***

0,0
(0,0-12,2)

674,0
(560,5-926,0)*

Примечание. * р < 0,05 по сравнению МИ способа культивирования со спонтанным внутри каждой группы,  
** – по сравнению больных без АИТ и после АИТ с группой доноров (спонтанный способ культивирования), *** – по 
сравнению больных без АИТ и после АИТ с группой доноров (МИ способ культивирования).

Note * p < 0.05 compared to MI with spontaneous cultivation within each group; **, compared to patients without AIT and after AIT 
with a donor group (spontaneous cultivation); ***, compared to patients without AIT and after AIT with a group donors (MI method of 
cultivation).
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лельно с увеличением IL-4 и TNFa в супернатан-
тах установлено увеличение концентрации IL-6 в 
4 раза, и IFNγ в 14 раз, однако различия не были 
достоверными (р > 0,05). 

При активации клеток больных в среде 2 по-
казано, что на 7-е сутки относительно 3-х суток 
значимо (р < 0,05) увеличивалось содержание ци-
токинов: IL-4 и IFNγ, в супернатантах. Отмеча-
ется увеличение TNFa в 3 раза, однако различия 
не были достоверными (табл. 2). IFNa выявлен в 
следовых количествах на 3-и и 7-е сутки при раз-
ных условиях культивирования.

При сравнении продукции цитокинов в за-
висимости от условий инкубации установлен ряд 
отличий. На 3-и сутки клетки больных в среде 1, 
продуцировали значимо меньшие, чем в сре-
де 2, концентрации IL-10 – в среднем в 2,5 раза 
(р < 0,05); и IL-6 – в 3,6 раза, IFNγ – 9,2 раза и 
TNFa – в 2,3 раза, однако данные различия не 
были достоверными (табл. 1). На 7-е сутки клет-
ки больных, культивируемые в среде 1, проду-
цировали практически такие же концентрации 
цитокинов, что и в среде 2, но значимо меньшие 
концентрации IFNγ (р < 0,05). 

Таким образом, обе модели культивирования 
приемлемы для получения ЦИК-клеток. Сти-
муляция IL-12 и IL-15 одинаково влияет на про-
дукцию NK-клетками TNFa, и T-хелперами IL-2 
и IL-4 и не влияет на продукцию IFNa. IL-12 
in vitro в меньшей степени способствует продук-
ции IL-10, который обычно вырабатывается при 
активации Т-регуляторных клеток. Однако IL- 15 
in vitro способствует более ранней активации 
цитотоксических Т-лимфоцитов, Т-хелперов и 
NK-клеток, которые продуцируют провоспали-
тельный цитокин – IL-6 и противоопухолевый – 
IFNγ.

Продукция цитокинов клетками крови здоровых 
доноров и онкологических больных без проведения 
АИТ и после АИТ при спонтанном и МИ способе 
культивирования

При стимулировании клеток цельной крови 
митогеном во всех группах, включая контроль-
ную, отмечается выраженный рост продукции 
цитокинов (р < 0,05): IL-2, IL-4, IL-6 и IL-10, 
IFNγ и TNFa, относительно спонтанного спосо-
ба культивирования (табл. 3). Продукция IFNa 
определяется в следовых количествах во всех 
группах при спонтанном и МИ культивировании.

При митоген-индуцированном способе куль-
тивирования установлено, что у онкологических 
больных обеих групп в сравнении с донорами от-
мечается схожая тенденция к снижению уровня 
IL-2 в 2 раза (р < 0,05) и повышению уровней 
IL-6 (р < 0,05 в группе АИТ+) и TNFa (р < 0,05 в 
группе АИТ+). При сопоставлении групп АИТ+ 
и АИТ- установлено значительное повышение 

уровней IL-6, IFNγ и TNFa, а также некоторое 
снижение уровня IL-10 в группе АИТ+.

Обсуждение
Основными продуцентами IL-4 являют-

ся Th2-лимфоциты и NK-клетки, кроме того 
IL-4 является сильным ростовым фактором для 
В-лимфоцитов, способен повышать экспрессию 
антигенов HLA-I и HLA-II, усиливать пролифе-
рацию Т-лимфоцитов. TNFa образуется есте-
ственными киллерами, воздействует на опухо-
левые клетки в условиях in vivo за счет апоптоза, 
генерации активных форм кислорода и окиси 
азота, участвует в развитии иммунного ответа, об-
уславливая пролиферацию В- и Т-лимфоцитов и 
препятствует возникновению иммунологической 
толерантности [3, 4, 13]. IL-6 является мощным 
провоспалительным цитокином, обладающий 
широким спектром биологических воздействий, 
продуцируется Т-хелперами, NK-клетками, сти-
мулирует пролиферацию и дифференцировку 
В-клеток, может подавлять апоптоз нейтрофи-
лов, обладающих цитотоксической активностью 
в отношении опухолевых клеток, а также уси-
ливает образование ЛАК-клеток (лимфокин-
активированные киллеры) под влиянием IL-2 и 
NK-клеток (под действием IFNγ). IFNγ обладает 
тумороцидной и противовирусной активностью, 
стимулирует активность В-лимфоцитов, NK-
клеток, пролиферацию и дифференцировку ци-
тотоксических Т-лимфоцитов [3, 4, 13]. IFNa вы-
рабатывается лейкоцитами, являясь медиатором 
межклеточных взаимодействий, обладает анти-
пролиферативным эффектом [14]. Увеличение 
концентрации данного цитокина будет негатив-
но сказываться на пролиферативной активности 
лимфоцитов. Показано, что в данных моделях 
клеточной активации продукция IFNa присут-
ствует в следовых количествах. 

Для получения ЦИК, для последующей АИТ, 
было предложено и изучено две модели актива-
ции клеток in vitro с цитокинами: IL-2/IL-12 и 
с IL-2/IL-15. Проведен сравнительный анализ 
цитокинопродукции культивируемых клеток ме-
тодом ИФА в супернатантах на 3-и и 7-е сутки. 
Показано, что стимуляция IL-12 и IL-15 одина-
ково влияет на продукцию NK-клетками TNFa, 
T-хелперами IL-2 и IL-4, и не влияет на продук-
цию IFNa. Модель культивирования с IL-12 в 
меньшей степени способствует продукции IL- 10, 
который вырабатывается в основном при акти-
вации Т-регуляторных клеток. Однако IL-15 в 
отличие от IL-12 в условиях in vitro способствует 
более ранней продукции IFNγ и IL-6, что может 
указывать на более раннюю активацию данных 
клеток in vitro с IL-15. Таким образом, обе моде-
ли культивирования приемлемы для получения 
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ЦИК, но для более ранней активации клеток 
in vitro необходимо применять именно IL-15, что 
позволит проводить клеточную АИТ уже после 3 
суток от забора крови и начала культивирования. 

Установлено, что клетки периферической кро-
ви онкологических больных, получающих АИТ 
на протяжении года и более, обладают большей 
способностью реагировать на стимуляцию мито-
геном, в отличие от больных, которым АИТ ни-
когда не проводили, а так же относительно груп-
пы доноров, иммунная система которых также 
не подвергалась стимуляции. На основании того, 
что IL-6, IFNγ и TNFa продуцируются активи-
рованными цитотоксическими лимфоцитами и 
NK-клетками [3, 4, 13], можно предположить, 
что в организме пациента под действием АИТ в 
течение года в непрерывном режиме происхо-
дит активация противоопухолевого иммунитета, 
посредством пролиферации цитотоксических 

лимфоцитов и NK-клеток, и подавления имму-
носупрессии. Что говорит о возрастании физио-
логического резерва активности клеток пациен-
тов, группы АИТ+, в сравнении с донорами и 
больными гуппы АИТ-. Данный факт вероятнее 
всего можно объяснить тем, что при введении ак-
тивированных in vitro ЦИК в организме пациента 
запускается ряд каскадных реакций межклеточ-
ного взаимодействия, приводящих к активации 
клеток иммунной системы пациента, а именно 
противоопухолевого иммунитета, пролиферации 
цитотоксических лимфоцитов и NK-клеток, и 
подавления иммуносупрессии in vivo. 

Разработанный способ получения ЦИК мо-
жет быть рекомендован для проведения клеточ-
ной АИТ онкологическим больным, как новый 
подход к активации клеток иммунной системы 
больного in vivo.
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МЕЛАТОНИН В СОСТАВЕ ДЕРМАЛЬНОЙ ПЛЕНКИ 
ОГРАНИЧИВАЕТ ГИБЕЛЬ ЛИМФОЦИТОВ В КРОВИ ПРИ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ТЕРМИЧЕСКОЙ ТРАВМЕ
Осиков М.В., Симонян Е.В. ,  Агеева А.А., Агеев Ю.И.

ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. Данные Всемирной организации здравоохранения показывают, что каждый год около 
11 млн человек испытывают потребность в получении медицинской помощи после ожогов. В общей 
структуре ожогов доля термической травмы (ТТ) составляет 80%. Лимфоцитопения при ТТ – фактор 
риска инфекционных осложнений и ограничения репарации, а разработка новых средств терапии 
ТТ с использованием дермальных пленок востребована в современной комбустиологии. Цель иссле-
дования – провести оценку изменения показателей лимфоцитов крови – количественного состава и 
их гибели при экспериментальном термическом повреждении в условиях применения оригинальной 
дермальной пленки с мелатонином (МТ) – достигнута на 49 крысах линии Wistar. ТТ IIIА степени и 
площадью 3,5% моделировалась путем контакта с кипящей водой в течение 12 с. Дермальные пленки 
на основе натрия карбоксиметилцеллюлозы с МТ в концентрации 0,005 г/г применяли ежедневно в 
течение 5 суток. В крови оценивалось общее количество лимфоцитов, количество СD45RA+ и CD3+, 
количество лимфоцитов с признаками частичного некроза, раннего и позднего апоптоза. Рассчиты-
вали относительное уменьшение площади и скорость эпителизации ожоговой раны. При ТТ на 5-е, 
10-е и 20-е сутки в крови количество лимфоцитов уменьшается, включая CD45RA+ и CD3+, количе-
ство лимфоцитов с признаками некроза, позднего и раннего апоптоза увеличивается. Площадь ожо-
говой раны к 20-м суткам уменьшается на 11,5%. Применение дермальных пленок с МТ увеличивает 
в крови на 5-е и 10-е сутки количество CD3+, на 5-е, 10-е и 20-е сутки – CD45RA+, вызывает снижение 
количества лимфоцитов с признаками раннего апоптоза на 5-е, 10-е и 20-е сутки, также c признаками 
некроза и позднего апоптоза – на 5-е сутки ТТ, ускоряет заживление ожоговой раны на 5-е, 10-е и 20-е 
сутки ТТ с уменьшением ее площади на 20-е сутки на 20%. Скорость эпителизации ожоговой раны в 
условиях применения дермальной пленки с МТ на 5-е, 10-е и 20-е сутки увеличивается по мере увели-
чения в крови количества CD3+ и снижения количества лимфоцитов с признаками раннего апоптоза. 

Ключевые слова: мелатонин, дермальная пленка, термическая травма, лимфоциты, апоптоз, некроз
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MELATONIN IN THE DERMAL FILM LIMITS THE BLOOD 
LYMPHOCYTE DEATH IN EXPERIMENTAL THERMAL TRAUMA
Osikov M.V., Simonyan E.V. , Ageeva A.A., Ageev Yu.I. 
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. According to WHO data, about 11 million people need medical care after burns every year. In 
the overall structure of burns, the share of thermal trauma (TT) is 80%. Lymphocytopenia in TT is a risk 
factor for infectious complications and limited repair, and the development of new tools for TT therapy using 
dermal films is demanded in combustiology. The aim of the study was to evaluate changes in blood lymphocyte 
parameters, i.e., quantitative composition and their death during experimental thermal damage under the 
influence of the originally developed dermal film with melatonin (MT) in 49 inbred rats. The grade IIIA 
TT of 3.5% body surface was modeled by contact with boiling water for 12 s. Dermal films based on sodium 
carboxymethylcellulose supplemented with MT at a concentration of 0.005 g/g were applied daily for 5 days. 
The total numbers of lymphocytes, CD45RA+ and CD3+ cells, counts of lymphocytes with signs of partial 
necrosis, early and late apoptosis were assessed in blood. Relative decrease in the area and rate of the burn 
wound epithelization were also calculated. In animals with TT, the number of blood lymphocytes decreased on 
days 5, 10 and 20, including CD45RA+ and CD3+, along with increased amounts of lymphocytes with signs of 
necrosis, late and early apoptosis. By the term of 20 days, the burn wound area was reduced by 11.5%. Usage of 
dermal films with MT increased the amount of CD3+ cells in blood on days 5 and 10, CD45RA+ on days 5, 10 
and 20, being associated with decreased number of lymphocytes showing signs of early apoptosis on days 5, 10 
and 20, as well as features of necrosis and late apoptosis on days 5 following TT, accelerates the healing of a burn 
wound on days 5, 10 and 20 after TT. with a 20 cent reduction of its area by the day 20. Epithelization rate of the 
burn wound when applying MT-supplemented dermal film on days 5, 10 and 20 increases, along with higher 
amounts of CD3+ in the blood, and reduced counts of lymphocytes with signs of early apoptosis.

Keywords: melatonin, dermal film, thermal trauma, lymphocytes, apoptosis, necrosis

Введение
По данным Всемирной организации здраво-

охранения, ежегодно около 11 млн человек испы-
тывают потребность в получении медицинской 
помощи после ожогов. В общей структуре ожо-
гов около 80% – доля термической травмы (ТТ). 
У 65% больных площадь ожога составляет менее 
1/10 поверхности тела. Наиболее распространен-
ные причины ТТ – пламя и горячая жидкость. 
До 70% осложнений ТТ связаны с инфекцией и 
сепсисом, обусловлены избыточными иммуно-
супрессивными реакциями, лимфоцитопенией, 
одним из механизмов которой может выступать 
активация гибели лимфоцитов в крови [8, 13, 15]. 
Сохраняется необходимость в совершенствова-
нии и разработке новых методов терапии ТТ, осо-
бое внимание при поиске уделяется эндогенным 
регуляторам гомеостаза, в частности мелатонину 
(МТ) – производному триптофана с плейотроп-
ными эффектами [1, 2, 5]. Кератиноциты, мела-
ноциты, дермальные фибробласты, лимфоциты, 
фагоциты синтезируют МТ и экспрессируют 
его рецепторы [12, 14]. Продемонстрировано 
антиоксидантное действие МТ, про- и противо-
воспалительное, иммуномодулирующее, анти-
апоптогенное, регулирующее пролиферацию и 
дифференцировку клеток, что является предпо-

сылкой его применения при ТТ [6]. Эффектив-
ность системного введения МТ ограничена низ-
кой биодоступностью, разрушением в печени, 
ограничением очага ТТ от системного кровото-
ка, поэтому предпочтение должно отдаваться его 
локальным формам [13]. Трансдермальный путь 
доставки лекарств при ТТ ограниченной площа-
ди – один из самых успешных и перспективных 
[7]. В доступной литературе сведения о локаль-
ном использовании МТ в составе дермальных 
пленок (ДП) при ТТ отсутствуют. Цель – оценить 
изменения количественного состава и гибели 
лимфоцитов крови в динамике эксперименталь-
ного термического повреждения кожи в условиях 
применения оригинальной дермальной пленки с 
мелатонином.

Материалы и методы
Проведено экспериментальное исследование 

на 49 крысах-самцах линии Wistar половозрелых 
самцах, массой тела 200-220 г, которые содержа-
лись в экспериментально-биологической клини-
ке (виварий) ЮУГМУ, в стандартных условиях, с 
соблюдением норм гуманного отношения к жи-
вотным, выведение животных из опыта и эвтана-
зия выполнялись согласно общепринятым мето-
дическим рекомендациям. 



391

Мелатонин и термическая травма
Melatonin and thermal trauma2021, Vol. 23,  2

2021, Т. 23, № 2

Дизайн исследования – 49 животных разде-
лены случайным образом на 3 группы: 1-я груп-
па (n = 7) – интактный контроль; 2-я группа 
(n = 21) – животные с ТТ с ежедневным нало-
жением на ожоговую поверхность асептической 
повязки; 3-я группа (n = 21) – ТТ с наложением 
на область ожоговой поверхности ДП с МТ. Для 
воспроизведения ТТ IIIА степени участок кожи 
между лопаток погружали в воду с температу-
рой 97-99 °С на 12 с. Для верификации глубины 
ожога использовали морфологические методы. 
Для анестезии животных применяли препарат 
“Zoletil-100” (тилeтaмин, зoлaзeпaм) (Virbac 
Sante Animale, Фpaнция) в дозе 0,02 г/кг. В груп-
пе 3 сразу после ТТ на область ожога наносили 
ДП, фиксируя асептической повязкой, ДП при-
меняли в течение 5 суток. Контроль за живот-
ными и перевязку в группах 2 и 3 осуществляли 
ежедневно. В предварительных исследованиях 
разработан специальный состав ДП на основе 
натрия карбоксиметилцеллюлозы, в состав ко-
торой включен МТ в концентрации 0,005 г/г 
(0,03 г на 1 ДП массой 6 г), проведены фарма-
цевтико-технологические испытания в соответ-
ствии с ОФС.1.4.1.0035.18 (заявка на изобретение 
№2020118766 от 29.05.2020 г.). Общее количество 
лимфоцитов в крови определяли на анализаторе 
“ВС-2800 Vet” (Mindray, Китай). Анализ субпо-
пуляционного спектра лимфоцитов после вы-
деления их из крови проводили на проточном 
цитофлуориметре “Navios” (Beckman Coulter, 
США) с применением специфических моно-
клональных (крысиных) антител с фенотипом 
CD45RA+ и CD3+ (Cloud-Clone Corp., Китай), 
которые являются у крыс маркерами преиму-
щественно B-лимфоцитов и T-лимфоцитов со-
ответственно [17]. Проводили окраску 7-ами-
ноактиномицином D (7-AAD) и связанным с 
флюорохромом аннексином-5 (Annexin-5-FITC) 
(Cloud-Clone Corp., Китай) для оценки гибели 
лимфоцитов с дифференцировкой интактных 
клеток (Annexin-5-FITC-/7-AAD-), клеток с мар-
керами апоптоза и частичного некроза (Annexin-
5-FITC+/7-AAD+), с ранними маркерами апоп-
тоза (Annexin-5-FITC+/7-AAD-). Измеряли 
площадь ожоговой раны методом цифровой 
планиметрии и стандартного пакета программы 
“Microsoft Office Visio” (Microsoft, США), рас-
считывали относительное уменьшение площади 
и скорость эпителизации. Для статистической 
обработки применяли программное обеспечение 
“IBM.SPSS.Statistics v. 23” (IBM, США). Показа-
тели представлены в виде медианы (Ме), нижне-
го (Q0,25) и верхнего (Q0,75) квартилей. Критерии 
Вальда–Вольфовитца, Манна–Уитни, Краске-
ла–Уоллиса использовались с целью оценки зна-
чимости различий между группами, коэффици-

ент корреляции Спирмена (R) – для выявления 
связи между изучаемыми параметрами. Финан-
сирование – исследование выполнено при фи-
нансовой поддержке ФГБУ «Фонд содействия 
развитию малых форм предприятий в научно-тех-
нической сфере» по программе У.М.Н.И.К. (до-
говор № 15583ГУ/2020 от 05.07.2020 г.), РФФИ и 
Челябинской области (проект № 20-415-740016).

Результаты и обсуждение
Результаты оценки количественного состава 

лимфоцитов в крови и экспрессии маркеров их 
гибели представлены в таблице 1. Общее коли-
чество лимфоцитов в крови снижается на 5-е и 
10-е сутки, при этом отличий от группы интакт-
ных животных на 20-е сутки ТТ нет. Количество 
CD45RA+ и CD3+ уменьшается на 5-е, 10-е и 20-е 
сутки ТТ в сравнении с группой интактных жи-
вотных. В динамике при ТТ общее количество 
лимфоцитов статистически значимо (р < 0,05) 
меньше на 10-е сутки, чем на 5-е сутки. Общее 
количество лимфоцитов, количество CD3+ на 
20-е сутки больше (р < 0,05) в сравнении с 10-ми 
сутками. При ТТ количество клеток с маркера-
ми некроза и апоптоза (ранними и поздними) на 
5-е, 10-е и 20-е сутки значимо увеличивается по 
сравнению с группой интактных животных. Как 
следствие снижается количество интактных лим-
фоцитов. В динамике при ТТ отмечается увели-
чение (р < 0,05) на 10-е и 20-е сутки относительно 
5-х суток количества клеток с признаками некро-
за и апоптоза (ранними и поздними). На 10-е сут-
ки отмечается минимальное количество лимфо-
цитов в крови, а на 5-е сутки ТТ – максимальное 
содержание лимфоцитов с маркерами апоптоза 
и некроза. В динамике ТТ площадь ожога сокра-
щается, ее относительное уменьшение, а также 
скорость эпителизации ожоговой раны на 10-е 
сутки значимо выше, чем на 5-е сутки, а на 20-е 
сутки выше, чем на 5-е и 10-е сутки ТТ (табл. 2). 
Указанные изменения количественного состава 
лимфоцитов, показателей гибели лимфоцитов в 
крови и их предполагаемые механизмы описаны 
нами ранее при экспериментальной ТТ [3, 4].

Использование МТ в составе ДП при экс-
периментальной ТТ приводит к изменению 
количественного состава лимфоцитов в крови 
(табл. 1). На всех сроках наблюдения общее коли-
чество лимфоцитов увеличивается и на 5-е и 10-е 
сутки не отличается от показателей интактных 
животных. На 5-е и 10-е сутки в крови увеличи-
вается количество CD3+, а также увеличивается 
количество CD45RA+ на 5-е, 10-е и 20-е сутки ТТ. 
Количество CD3+ достигает уровня интактных 
животных только на 20-е сутки, а количество 
CD45RA+ на всех сроках ТТ ниже, чем в группе 
интактных животных. Полученные данные дают 
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ТАБЛИЦА 1. КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ СОСТАВ ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ ПРИ ТТ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. QUANTITATIVE COMPOSITION OF BLOOD LYMPHOCYTES IN TT, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатели, 109/л
Indicators, 109/l

Группа 1
Group 1
(n = 7)

Группа 2
Group 2

Группа 3
Group 3

5-е сутки
5th day
(n = 7)

10-е сутки
10th day
(n = 7)

20-е сутки
20th day
(n = 7)

5-е сутки
5th day
(n = 7)

10-е сутки
10th day
(n = 7)

20-е сутки
10th day
(n = 7)

Лимфоциты
Lymphocytes

3,02
(1,93-3,49)

2,60
(1,63-3,17)*

2,21
(1,18-2,93)*

2,82
(2,04-3,92)

2,94
(2,68-3,81)#

3,32
(2,87-3,56)#

2,88
(1,99-3,35)

CD3+ 1,843
(1,707-2,618)

1,188
(0,895-1,841)*

1,115
(0,726-1,610)*

1,436
(1,201-2,260)*

1,415
(1,003-2,134)* #

1,383
(0,851-2,628)* #

1,617
(1,434-2,404)

CD45RA+ 0,410
(0,270-0,065)

0,144
(0,110-0,297)*

0,174
(0,143-0,329)*

0,151
(0,097-0,246)*

0,259
(0,237-0,353)* #

0,282
(0,122-0,502)* #

0,272
(0,234-0,335)* #

Annexin-5-FITC-/ 
7-AAD- 

2,710
(1,630-2,787)

1,569
(0,945-3,371)*

1,277
(1,682-2,332)*

1,681
(1,085-2,963)*

2,586
(2,339-3,251)#

2,896
(2,248-4,512)#

2,253
(1,672-3,151)#

Annexin-5-FITC+/ 
7-AAD- 

0,419
(0,224-0,578)

1,516
(0,869-3,281)*

0,578
(0,318-0,791)*

0,645
(0,271-1,078)*

0,382
(0,303-1,339) #

0,409
(0,245-0,542)#

0,375
(0,215-0,663)#

Annexin-5-FITC+/ 
7-AAD+ 

0,002
(0,000-0,027)

0,064
(0,032-0,135)*

0,006
(0,002-0,016)*

0,007
(0,003-0,033)*

0,007
(0,005-0,210)* #

0,004
(0,002-0,012)

0,003
(0,001-0,007)

Примечание. * – значимые (р < 0,01) различия с группой 1, # – с группой 2.

Note. *, significant (p < 0.01) differences with group 1; #, with group 2.

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ РЕПАРАЦИИ ПРИ ТТ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. TT REPAIR RATES, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Indicators

Группа 2
Group 2

Группа 3
Group 3

5-е сутки
5th day
(n = 7)

10-е сутки
10th day
(n = 7)

20-е сутки
20th day
(n = 7)

5-е сутки
5th day
(n = 7)

10-е сутки
10th day
(n = 7)

20-е сутки
20th day
(n = 7)

Уменьшение площади 
ожоговой раны, %
Reduction of the burn 
wound area, %

2,61
(2,58-2,65)

3,68
(3,53-4,24)*

11,49
(11,43-11,65)* **

9,8
(9,64-10,13)#

16,1
(14,62-17,87)#

19,98
(19,2-20,4)#

Скорость 
эпителизации, %/сутки
Epithelialization rate,  
%/day

0,89
(0,86-0,89)

1,90
(1,88-1,95)*

2,26
(2,10-2,59)* **

1,33
(1,28-1,35)#

6,57
(5,89-6,97)#

14,3
(13,17-15,40)#

Примечание. * – значимые (р < 0,01) различия с группой 2 на 5-е сутки, ** – с группой 2 на 10-е сутки, # – между группами 
2 и 3 на соответствующие сутки.

Note. *, significant (p < 0.01) differences with group 2 on 5th day; **, with group 2 on 10th day; #, with groups 2 and 3 on relevant day.

возможность говорить о частичном восстановле-
нии количества CD45RA+ и CD3+ в крови при ТТ 
в условиях применения дермальной пленки с МТ. 
Полагаем, что ограничение гибели клеток путем 
некроза и апоптоза является одним из механиз-
мов изменения количества лимфоцитов в крови 
при ТТ под влиянием локального применения 
МТ. Установлено, что на 5-е, 10-е и 20-е сутки 
ТТ значимо снижается количество лимфоцитов с 
ранними признаками апоптоза, на 5-е сутки ТТ 
снижается количество клеток с поздними при-
знаками апоптоза, признаками некроза, и, как 
следствие, на 5-е, 10-е и 20-е сутки ТТ количество 

интактных лимфоцитов в крови увеличивается 
(табл. 1). В условиях применения МТ при ТТ на 
5-е, 10-е и 20-е сутки наблюдается значимое сни-
жение площади и увеличение скорости эпители-
зации ожоговой раны с максимальной выражен-
ностью эффекта на 20-е сутки ТТ, когда скорость 
эпителизации возрастала в 6,3 раза, а площадь 
ожоговой раны уменьшалась на 64% по сравне-
нию с группой ТТ без применения МТ (табл. 2).

Полагают, что при ТТ снижение количества 
лимфоцитов в крови, в том числе, связано с ак-
тивацией их гибели в условиях увеличения про-
дукции TNFa, повышения активности каспаз, 
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цитохрома с, снижения мембранного потенциала 
митохондрий [11]. Снижение количества лимфо-
цитов в крови и очаге ТТ ограничивает их участие 
в репарации раны благодаря секреции факторов 
роста, ограничению сосудисто-экссудативных 
реакций, активации ангиогенеза и др. реакций. 
Защитное действие МТ в очаге ТТ может быть 
реализовано за счет прямого и опосредованного 
антиоксидантного действия: поглощения АФК, 
стимуляции синтеза глутатиона, активации глу-
татионпероксидазы, глутатионредуктазы, СОД, 
каталазы, гемоксидазы-1, снижения активности 
еNOS, регуляции митохондриального гомеоста-
за, увеличения продукции АТФ, а не АФК [16]. 
Противовоспалительное действие МТ связывают 
с сиртуин-1-опосредованным ограничением NF-
kB-зависимых и NLRP3-зависимых путей вну-
триклеточной сигнализации [10]. Антиапопто-
генный эффект МТ реализуется за счет снижения 
выхода цитохрома с из митохондрий, активации 
каспаз 9, 3 и 7, увеличения экспрессии р53 [9]. 
Описанные механизмы приводят к ограничению 
под влиянием МТ зоны вторичной альтерации 
при ТТ, снижению продукции в очаге поврежде-
ния аутокоидов, в том числе проапоптогенного 
действия, их выделения в системный кровоток 
и воздействия на циркулирующие лимфоциты. 
Ограничение деструктивных процессов в очаге 
ТТ, увеличение количества лимфоцитов в кро-
вотоке и, как следствие, в очаге ТТ и их участия 
в регуляции репарации приводит к ускорению 
заживления ожоговой раны. Установлена кор-
реляция между скоростью эпителизации ожо-

говой раны и количеством в крови CD3+ (на 5-е 
и 10-е сутки R = 0,67, R = 0,67; р < 0,05; на 20-е 
сутки R = 0,54; р < 0,05), количеством лимфоци-
тов с признаками раннего апоптоза (на 5-е сут-
ки R = -0,74; р < 0,05; на 10-е сутки R = -0,51; 
р < 0,05; на 20-е сутки R = -0,37; р > 0,05).

Выводы
1. Показано, что на 5-е, 10-е и 20-е сутки 

экспериментальной ТТ снижается в крови ко-
личество лимфоцитов, в том числе CD45RA+ и 
CD3+, увеличивается количество лимфоцитов с 
признаками некроза, раннего и позднего апопто-
за. Площадь ожоговой раны к 20-м суткам после 
ТТ уменьшается на 11,5%.

2. Ежедневное в течение 5 суток примене-
ние МТ в составе оригинальной ДП при ТТ при-
водит к снижению в крови количества лимфоци-
тов с признаками некроза и позднего апоптоза на 
5-е сутки, признаками раннего апоптоза – на 5-е, 
10-е и 20-е сутки. Применение МТ в составе ДП 
при ТТ сопровождается увеличением в крови на 
5-е, 10-е и 20-е сутки количества CD45RA+, на 5-е 
и 10-е сутки – ТТ количества клеток CD3+, уско-
рением заживления ожоговой раны на 5-е, 10-е и 
20-е сутки ТТ с уменьшением площади ожоговой 
раны на 20-е сутки на 20%.

3. При экспериментальной ТТ в условиях 
применения МТ в составе ДП скорость эпите-
лизации ожоговой раны на 5-е, 10-е и 20-е сутки 
нарастает по мере увеличения в крови количества 
CD3+ и снижения количества в крови лимфоци-
тов с признаками раннего апоптоза. 
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ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ИНФОРМАТИВНОСТЬ IL-17 ПРИ 
НЕЙРОИНТОКСИКАЦИИ ПАРАМИ РТУТИ
Бодиенкова Г.М., Боклаженко Е.В.
ФГБНУ «Восточно-Сибирский институт медико-экологических исследований», г. Ангарск, Иркутская обл., 
Россия

Резюме. Известно, что при хроническом воздействии паров металлической ртути наблюдаются из-
менения в клеточном и гуморальном звеньях иммунной системы. В динамике развития и течения 
хронической ртутной интоксикации (ХРИ) в предыдущих исследованиях нами выявлены выражен-
ные закономерные изменения медиаторов воспаления (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa), 
показана важная роль аутоиммунных реакций относительно белков нервной ткани. В последние годы 
возрастает интерес к открытому в начале XXI века интерлейкину 17 (IL-17) при ряде воспалительных 
и аутоиммунных заболеваний. Однако сведения о роли его при нейроинтоксикации ртутью отсут-
ствуют. Учитывая, что IL-17 обладает провоспалительной активностью и стимулирует выработку от-
дельных цитокинов, на следующем этапе исследований целью работы явилось выявление изменений 
концентрации IL-17 в сыворотке крови у пациентов с нейроинтоксикацией ртутью различной степе-
ни выраженности для обоснования дополнительных критериев ранней и эффективной диагностики 
заболевания. Проведено обследование мужчин, подвергавшихся хроническому воздействию паров 
металлической ртути и имеющих ранние признаки нейроинтоксикации парами металлической ртути 
(n = 37), лиц с установленным диагнозом ХРИ (n = 40) и «условно здоровых» мужчин (n = 34). Крите-
риями включения в основные группы являлось наличие установленного во время работы в контакте 
с вредным производственным фактором диагноза, отсутствие коморбидной патологии. Статистиче-
скую обработку результатов проводили с помощью пакета прикладных программ STATISTICA 6.0 
(StatSoft, США). В результате исследования установлено статистически значимое возрастание сыво-
роточных концентраций IL-17 как у пациентов с ранними проявлениями нейроинтоксикации па-
рами металлической ртути, так и у лиц с ХРИ при сопоставлении с группой сравнения, что свиде-
тельствует о его активации и согласуется с результатами отдельных авторов, свидетельствующих о 
возрастании IL-17 при иммуновоспалительных заболеваниях. Результаты корреляционного анализа 
продемонстрировали связь между IL-17 и медиаторами воспаления (у пациентов с ранними призна-
ками нейроинтоксикации возрастание продукции IL-17 сопровождалось нарастанием антивоспали-
тельного IL- 10, а у лиц с ХРИ при увеличении концентрации IL-17 наблюдалось снижение провос-
палительного TNFa), что подтверждает его роль в иммунопатогенезе нейроинтоксикации парами 
ртути. Дальнейшее изучение участия IL-17 в инициации и поддержании хронического воспаления 
будет не только способствовать лучшему пониманию природы болезни, но и, самое главное, появле-
нию новых, более эффективных методов лечения.

Ключевые слова: IL-17, иммунная система, диагностика, ртуть, ранние проявления нейроинтоксикации, хроническая 
ртутная интоксикация



396

Bodienkova G.M., Boklazhenko E.V.
Бодиенкова Г.М., Боклаженко Е.В.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

DIAGNOSTIC VALUE OF IL-17 IN NEUROINTOXICATION WITH 
MERCURY 
Bodienkova G.M., Boklazhenko E.V.
East-Siberian Institute of Medical and Ecological Research, Angarsk, Irkutsk Region, Russian Federation

Abstract. It is known that sufficient changes are observed in cellular and humoral links of immune system 
upon chronic exposure vapors of metallic mercury. In previous studies, upon development and in the course of 
the chronic mercury intoxication (CMI) we revealed pronounced regular changes of inflammatory mediators 
(IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa), and showed an important role of autoimmune reactions affecting 
nervous tissue proteins. Over last 20 years, an increased interest was shown for interleukin 17 (IL-17) and its role 
in a number of inflammatory and autoimmune diseases. However, there is no data on its role in neurointoxication 
with mercury. Considering that IL-17 has proinflammatory activity and stimulates production of the individual 
cytokines, the goal of our work at the next stage of research, was to identify quantitative changes of serum IL- 17 
in patients with mercury neurointoxication of various severity, aiming to substantiate additional criteria for 
early and effective diagnosis of the disease. 

The study was performed in males chronically exposed to metallic mercury vapors with early signs of 
neurointoxication (n = 37), individuals diagnosed with CMI (n = 40), and “conditionally healthy” men 
(n = 34). Proper diagnosis confirmed by history of working contacts with a harmful industrial factor, and absence 
of comorbid pathologies served as inclusion criteria. Statistical processing of the results was carried out using 
the STATISTICA 6.0 application package (StatSoft, USA). The study has revealed a statistically significant 
increase in serum IL-17 concentrations, both in the patients with early signs of neurointoxication with metallic 
mercury vapors, and individuals with CMI, when compared with the comparison group, thus indicating its 
activation, and being consistent with results of several workers who showed an IL-17 increase in immuno-
inflammatory diseases. Correlation analysis has shown an association between IL-17 and inflammatory 
mediators, i.e., the patients with early signs of neurointoxication had an increased production of IL-17 
accompanied by an increase in anti-inflammatory IL-10, whereas the CMI patients with an increase in IL-17 
concentration showed a decrease in pro-inflammatory TNFa, thus confirming its role in immunopathogenesis 
of mercury neurointoxication. Further study of IL-17 involvement in the initiation and maintenance of chronic 
inflammation will not only contribute to better understanding of the disease origin, but also, most importantly, 
implication of novel, more effective treatments.

Keywords: IL-17, immune system, diagnostics, mercury, early manifestations of neurointoxication, chronic mercury intoxication

Введение
До настоящего времени ртуть продолжает  

оставаться значимым фактором риска нару-
шений здоровья человека [6]. Согласно совре-
менным представлениям, развитие и течение 
клинической картины ХРИ зависит от продол-
жительности, интенсивности воздействия, инди-
видуальных особенностей организма. При этом 
определенные трудности вызывает разграниче-
ние стадий заболевания [4]. Нарушения в нерв-
ной системе при хроническом воздействии паров 
ртути сопровождаются изменениями как в кле-
точном, так и гуморальном звеньях иммунитета. 
В предыдущих исследованиях нами выявлены 
выраженные закономерные изменения медиато-
ров воспаления (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, 
TNFa) [12], а также показана важная роль ауто-
иммунных реакций в динамике развития хрони-
ческой ртутной интоксикации (ХРИ) [11]. В по-

следние годы отмечен рост интереса к открытому 
в начале XXI века IL-17, однако сведения о роли 
его при нейроинтоксикации ртутью отсутству-
ют. Известно, что IL-17 продуцируется различ-
ными иммунокомпетентными клетками, однако 
наиболее выраженный синтез его осуществляют 
Т-хелперы 17-го типа (Th17). IL-17 относится к 
провоспалительным цитокином и способен сти-
мулировать выработку различных хемокинов [9]. 
В последние годы установлено, что Th17-клетки 
играют важную роль в патогенезе аутоиммунных 
и аллергических заболеваний [8, 15]. Чрезмер-
ная продукция этого цитокина ассоциирована 
с иммуновоспалительными, аутоиммунными 
заболеваниями (псориаз, псориазный артрит, 
ревматоидный артрит, рассеянный склероз, си-
стемная красная волчанка) [7, 10]. IL-17 стал 
важной терапевтической мишенью при лечении 
различных хронических воспалительных заболе-
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ваний человека [5]. Учитывая, что IL-17 проявля-
ет выраженную провоспалительную активность, 
способен индуцировать синтез различных цито-
кинов, в том числе TNFa, IL-1, IL-6, тем самым 
способствуя развитию аутоиммунных патологи-
ческих реакций, актуальным является изучение 
роли IL- 17 в патогенезе ХРИ для обоснования 
дополнительных критериев ранней и эффектив-
ной диагностики заболевания.

В связи с вышеизложенным, целью работы 
явилось выявление изменений концентрации 
IL-17 в сыворотке крови у пациентов с нейро-
интоксикацией ртутью различной степени вы-
раженности для обоснования дополнительных 
критериев ранней и эффективной диагностики 
заболевания. 

Материалы и методы
Проведено обследование пациентов, под-

вергавшихся хроническому воздействию паров 
металлической ртути, которые находились на 
обследовании и лечении в клинике института. 
В первую группу включены мужчины (n = 37) в 
возрасте 49,2±4,4 лет и стажем работы в контакте 
с ртутью 18,1±5,6 лет, имеющие ранние призна-
ки нейроинтоксикации парами металлической 
ртути, проявляющиеся в основном (80,0±8,9% 
случаев) астеническим расстройством, которое 
сопровождалось в 56,7±7,5% синдромом веге-
тативной дистонии. Вторая группа состояла из 
мужчин (n = 40) с установленным диагнозом 
хронической ртутной интоксикации, у которых 
в 100% случаев выявлена токсическая энцефало-
патия и в 74,2±8,6% органическое расстройство 
личности. Средний возраст обследованных со-
ставил 53,4±0,8 года, стаж – 15,6±0,8 лет. Кри-
териями включения в основные группы являлось 
наличие установленного во время работы в кон-
такте с вредным производственным фактором 
диагноза, отсутствие коморбидной патологии, 
которая могла бы повлиять на обмен цитокинов 
(ожирение, сахарный диабет, артериальная ги-
пертензия). Постановка диагноза осуществля-
лась в соответствии с Международной класси-
фикацией болезней 10-го пересмотра (МКБ-10). 
В группу сравнения включены мужчины (n = 34) 
сопоставимые по возрасту (47,2±4,7 года) и обще-
му трудовому стажу (14,2±1,2 года), не имеющие 
клинических признаков острых или хронических 
заболеваний любой природы и контакта в усло-
виях производства с веществами нейротоксиче-
ского действия. Забор крови у пациентов про-
водили до проведения лечения. Концентрации 
IL-17 в сыворотке крови определяли методом 
иммуноферментного анализа (ИФА) с исполь-
зованием наборов реагентов производства ЗАО 
«БиоХимМак»: (ИФА-IL-17), кат. № BMS2017, 

чувствительность: 2 пг/ мл, диапазон измерений: 
0-500 пг/мл. Оценивали корреляционные зависи-
мости между IL-17 и другими цитокинами (IL- 1β, 
TNFa, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10). Исследования вы-
полнены на автоматическом анализаторе Alisei 
Q.S. (SEAC, Италия). Полученные результаты 
выражали в пг/ мл. Статистическую обработку ре-
зультатов проводили с помощью пакета приклад-
ных программ STATISTICA 6.0 (StatSoft, США). 
Межгрупповые различия оценивали с исполь-
зованием непараметрического критерия Ман-
на-Уитни с поправкой Бонферрони. За уровень 
статистической значимости различий принима-
ли р < 0,05. Результаты исследований представ-
лены в виде медианы нижнего (25%) и верхнего 
(75%) квартилей – Ме (Q0,25-Q0,75). Возраст и стаж 
работы обследованных пациентов представлены 
в виде средней (М) и ее ошибки (m). Корреляци-
онный анализ проводили методом ранговой кор-
реляции Спирмена (r). Различия считали стати-
стически значимыми при р < 0,05. Обследование 
пациентов соответствовало этическим стандар-
там в соответствии с Хельсинской декларацией 
Всемирной медицинской ассоциации (2000) и 
«Правилами клинической практики в РФ», ут-
вержденными Приказом Минздрава РФ № 266 
от 19.06.2003 г. Исследования выполнены с ин-
формированного согласия пациентов на участие 
в них и одобрены Этическим комитетом ВСНЦ 
ЭЧ СО РАМН (Протокол № 5 от 14.11.12).

Результаты и обсуждение
Предыдущими исследованиями выявлены 

особенности функционирования иммунной си-
стемы у обследованных пациентов с нейроин-
токсикацией парами ртути, характеризующиеся 
возрастанием количества CD3+Т-лимфоцитов, 
CD4+ лимфоцитов-хелперов, CD16+ натуральных 
киллеров, CD9+ пре-В-лимфоцитов, CD20+ лим-
фоцитов с одновременным повышением концен-
трации провоспалительных цитокинов – IL-1β, 
TNFa, IL-2, IL-6 и противовоспалительного IL-4 
относительно группы сравнения [2, 3]. Учитывая 
заинтересованность компонентов иммунной си-
стемы, в частности гиперактивацию CD4+ кле-
ток и усиленную выработку провоспалительных 
цитокинов, а также современные представления 
о выраженной провоспалительной активности 
IL- 17, способного индуцировать синтез различ-
ных медиаторов воспаления, на следующем эта-
пе исследования определенный интерес пред-
ставляла оценка его концентрации в сыворотке 
крови пациентов с начальными проявлениями 
нейроинтоксикации парами ртути и лиц с уста-
новленным диагнозом ХРИ (табл. 1).

Результаты сравнительного анализа сыворо-
точных концентраций IL-17 у пациентов, в зави-
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симости от степени выраженности нейроинток-
сикации, позволили установить статистически 
значимое (р = 0,008) возрастание уровней IL-17 
в сыворотке крови пациентов с ранними прояв-
лениями нейроинтоксикации парами металли-
ческой ртути при сопоставлении с группой срав-
нения. У пациентов с установленным диагнозом 
ХРИ также наблюдалось увеличение уровня 
IL- 17 (р = 0,0003). В зависимости от степени вы-
раженности интоксикации ртутью статистически 
значимых различий концентрации IL-17 между 
группами отмечено не было, хотя имела место 
тенденция к его нарастанию у лиц с ХРИ. Данные 
наших исследований согласуются с результатами 
других авторов, свидетельствующих об активации 
IL-17 при других иммуновоспалительных заболе-
ваниях [7, 8, 9, 15]. Ингибирование иммунных 
реакций, зависимых от IL-17 в последние годы, 
представляет собой перспективное направление 
в лечении широкого круга хронических заболе-
ваний, в связи с чем актуальным являлось выяв-
ление взаимосвязи IL-17 с другими медиаторами 
воспаления. Результаты корреляционного ана-
лиза между IL-17 и IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, 
TNFa, IFNγ в группе сравнения позволили выя-
вить прямую статистически значимую (r = 0,767; 
p = 0,015) зависимость между IL-17 и антивоспа-
лительным IL-4. В группах лиц с ранними прояв-
лениями нейроинтоксикации и ХРИ происходит 
ее рассогласование и у первых появляется новая 
взаимосвязь с другим антивоспалительным цито-
кином – IL-10 (r = - 0,388; p = 0, 017). Следует от-
метить, что IL-10 относится к основному имму-
носупрессивному цитокину, который редуцирует 
реакции воспаления, но одновременно ослабляет 

противовирусный иммунитет [13]. Особого вни-
мания заслуживает появление у пациентов с ХРИ 
сильной патогенетически значимой отрицатель-
ной зависимости между IL-17 и TNFa (r = -0,796; 
p = 0,042). Исследованиями Просековой Е.В. и 
соавт. [8] показано, что семейству IL-17, наряду 
со значительным количеством иммунорегулятор-
ных функций, свойственна инициация и стиму-
ляция провоспалительных реакций. Способствуя 
воспалению, IL-17 действует совместно с факто-
ром некроза опухолей [15]. Синергетический эф-
фект TNFa и IL-17 на мРНК детально изучен на 
примере мРНК хемокина CXCL1 [14]. Показано, 
что TNFa стимулирует инициацию транскрип-
ции мРНК, а IL-17 стабилизирует уже синтези-
рованную мРНК. Авторами были также найдены 
еще 12 генов с таким же механизмом регуляции 
их экспрессии.

Зарегистрированный факт зависимости у па-
циентов с ХРИ между повышением продукции 
IL-17 и снижением фактора некроза опухоли со-
гласуется и с ранее выполненными исследовани-
ями, свидетельствующими о том, что при хрони-
ческом воздействии паров металлической ртути у 
стажированных работников и лиц с начальными 
проявлениями нейроинтоксикации установлена 
гиперпродукция TNFa, а с нарастанием тяжести 
патологического процесса при ХРИ наблюдается 
снижение его концентрации, способствующее 
поддержанию патологического процесса и про-
гредиентному течению нейроинтоксикации [1].

Таким образом, у пациентов с ранними прояв-
лениями нейроинтоксикации парами ртути и лиц 
с хронической ртутной интоксикацией установ-
лено повышение сывороточной концентрации 

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИИ IL-17 В СЫВОРОТКЕ КРОВИ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТЕПЕНИ ВЫРАЖЕННОСТИ 
НЕЙРОИНТОКСИКАЦИИ ПАРАМИ РТУТИ
TABLE 1. SERUM IL-17 CONCENTRATIONS DEPENDING ON SEVERITY OF NEUROINTOXICATION WITH MERCURY VAPOR

Обследуемые группы
Survey samples

Количество 
обследованных

Number of surveyed

Ме (Q0,25-Q0,75), пг/мл
Ме (Q0.25-Q0.75), pg/ml

Показатель 
статистической 
значимости (р)
Indicator of the 

statistical importance 
(р)

Пациенты с ранними признаками 
нейроинтоксикации парами ртути 
Patients with early signs of 
neurointoxication with mercury vapor

37 14,07 (0,01-30,90)* р1-3 = 0,008

ХРИ
ChMI 40 17,5 (0,01-32,55)* р2-3 = 0,0003

Группа сравнения 
Group of comparison 34 0,01 (0,01-11,10)

Примечание. * – различия при сопоставлении с группой сравнения статистически значимы при р < 0,05.

Note. *, differences compared with the comparison group are statistically significant at p < 0.05.
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IL-17 при сопоставлении с группой сравнения, 
что свидетельствует о его информативной значи-
мости в качестве дополнительного диагностиче-
ского критерия. Полученные результаты проде-
монстрировали связь между IL-17 и медиаторами 
воспаления, что подтверждает его роль в имму-
нопатогенезе нейроинтоксикации парами ртути. 

Выполненные пилотные исследования свиде-
тельствуют о перспективности дальнейшего изу-
чения участия IL-17 в инициации и поддержании 
хронического воспаления, которое будет не толь-
ко способствовать лучшему пониманию природы 
болезни, но и, самое главное, появлению новых, 
более эффективных методов лечения.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ И ИМУНОФЕНОТИПИРОВАНИЕ 
ТРОМБОЦИТАРНО-МОНОЦИТАРНЫХ КОМПЛЕКСОВ 
В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ С ПОМОЩЬЮ ПРОТОЧНОЙ 
ЦИТОФЛУОРОМЕТРИИ
Павлов О.В.1, Чепанов С.В.1, Селютин А.В.1, Зайнулина М.С.2, 3, 
Еремеева Д.Р.2, 3, Сельков С.А.1, 3

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени  
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия  
2 СПб ГБУЗ «Родильный дом № 6 имени профессора В.Ф. Снегирева», Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
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Резюме. Активированные тромбоциты образуют комплексы с циркулирующими лейкоцитами по-
средством мембраносвязанных молекул. Взаимодействие тромбоцитов с моноцитами лежит в основе 
патофизиологических механизмов, связывающих процессы тромбообразования и воспаления. Опре-
деление и анализ тромбоцитарно-моноцитарных комплексов (ТМК) позволяют выявить их физио-
логическую и патогенетическую роль, а также имеют важное диагностическое значение при изучении 
различных патологических состояний, в том числе акушерских. Цель исследования состояла в раз-
работке метода определения количественного содержания ТМК в периферической крови, позволя-
ющего сохранить основные фенотипические характеристики тромбоцитов и моноцитов и выявить 
их изменения при анализе биоматериала ex vivo. Предлагаемый метод сочетает в себе немедленную 
фиксацию образцов крови, иммуноцитохимическое флуоресцентное окрашивание дифференциро-
вочных и активационных маркеров тромбоцитов и моноцитов с последующим лизисом эритроци-
тов и анализ с помощью проточной цитофлуориметрии. Было исследовано 14 образцов перифериче-
ской крови, полученных от пациенток с отягощенным акушерским анамнезом в первом триместре 
текущей беременности. Показано, что процедура фиксации позволяет сохранить количественные и 
качественные характеристики ТМК, существующие in vivo, тогда как при отсутствии фиксации на-
блюдается многократное увеличение количества ТМК и уровня экспрессии активационных маркеров 
тромбоцитов и моноцитов ex vivo. Используемая панель моноклональных антител и примененные 
стратегии гейтирования обеспечивают оценку относительного и абсолютного количества ТМК и 
их фенотипических характеристик как в общей популяции (CD45+CD14+) моноцитов, так и в суб-
популяциях «классических» (CD14+CD16-), «промежуточных» (CD14+CD16+) и «неклассических» 
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(CD14lowCD16+) моноцитов. Выработанный подход позволяет оценить вклад отдельных субпопуляций 
моноцитов в формирование ТМК и степень их участия в физиологических и патофизиологических 
процессах. В отдельных образцах было выявлено увеличение количества ТМК, сопровождавшееся 
существенным повышением в них экспрессии активационного маркера тромбоцитов CD62P и сни-
жением экспрессии его моноцитарного лиганда CD162. Данные перемены могут свидетельствовать 
об изменении активационного статуса комплексообразующих клеток и возможном участии ТМК в 
патофизиологических механизмах некоторых акушерских осложнений. Иммунофенотипирование 
ТМК позволяет дополнительно охарактеризовать их провоспалительный, прокоагулянтный и адге-
зионный потенциал и может быть применено как в фундаментальных исследованиях, так и в целях 
диагностики. В частности, данный метод может быть использован для определения и характеристики 
ТМК при акушерских осложнениях, сопровождающихся воспалением и нарушениями гемостаза.

Ключевые слова: тромбоцитарно-моноцитарные комплексы, тромбоциты, моноциты, периферическая кровь, 
иммунофенотипирование, проточная цитофлуориметрия

FLOW CYTOFLUORIMETRIC DETECTION AND 
IMMUNOPHENOTYPING OF PLATELET-MONOCYTE 
COMPLEXES IN PERIPHERAL BLOOD
Pavlov O.V.a, Chepanov S.V.a, Selutin A.V.a, Zainulina M.S.b, c, 
Eremeeva D.R.b, c, Selkov S.A.a, c

a D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductive Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b V. Snegirev Maternity Hospital No. 6, St. Petersburg, Russian Federation  
c First St. Petersburg I. Pavlov State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Activated platelets aggregate with monocytes by their binding to membrane-bound molecules. 
Platelet-monocyte interaction is considered to underlie pathophysiological mechanisms bridging thrombosis 
and inflammation. Detection and analysis of platelet-monocyte complexes (PMC) provide means for revealing 
their physiological and pathogenetic roles and are instrumental in diagnostics of various pathological condi-
tions, including obstetric complications. The aim of present study was to develop a technique for quantitative 
determination of PMCs in peripheral blood, that preserving phenotypic features of platelets and monocytes, 
and to reveal their changes by ex vivo analysis. The suggested procedure includes immediate fixation of blood 
sample, immunocytochemical staining with fluorochrome-conjugated specific antibodies against distinct ac-
tivation and differentiation markers, followed by erythrocyte lysis, and flow cytometric analysis. We have ana-
lyzed fourteen samples of peripheral blood from the patients with a history of complicated pregnancies. The 
samples were taken in first trimester of the ongoing pregnancy. We have shown that quantitative and qualita-
tive in vivo characteristics of PMC remained unchanged in pre-fixed samples, whereas the number of PMCs 
and expression levels of the platelet and monocyte activation markers dramatically increased in unfixed blood 
specimens. The set of monoclonal antibodies and gating strategies used in this study allows phenotyping and 
evaluation of percentage/absolute PMC counts in the total monocyte population (CD45+CD14+) and in the 
subpopulations of classical (CD14+CD16-), intermediate (CD14+CD16+), and non-classical (CD14lowCD16+) 
monocytes. This approach provides insight into participation of different monocyte subsets in PMC formation, 
and their roles in physiological and pathophysiological processes. In some samples, elevated PMC proportion 
was observed, accompanied by significantly increased expression of CD62P platelet activation marker, and a 
decrease in its monocytic ligand CD162 expression. These changes suggested altered activation of PMC and 
their participation in pathophysiological mechanisms of some pregnancy complications. Immunophenotyping 
of PMC affords an opportunity to characterize their proinflammatory, procoagulant and adhesive properties; 
these results can be used for research and diagnostics. In particular, the method is suitable for detection and 
phenotyping of PMC in pregnancy complications and other pathological conditions associated with disorders 
of hemostasis and thrombosis.

Keywords: platelet-monocyte complexes, platelets, monocytes, peripheral blood, immunophenotyping, flow cytofluorimetry
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Introduction
Circulating platelet-leukocyte complexes (PLC) 

come into focus of researchers in recent years. Acti-
vated platelets exhibit apparent capacity to form ag-
gregates with leukocytes, in particular with monocytes 
and neutrophils [4]. Formation of PLC is predomi-
nantely mediated by the interaction of P-selectin 
(CD62P), expressed on the surface of activated plate-
lets, with ligand PSGL-1 (CD162), which is consti-
tutively expressed by leucocytes. The formed PLC 
are further stabilized by interaction between platelet 
membrane molecules CD40L, GPIba, ICAM-2 and 
their leukocyte counterparts СD40, Mac-1 (CD11b/
CD18), LFA-1, respectively [18].

Platelet-monocyte interaction is considered to 
be a pivotal event that underlies pathophysiological 
mechanisms bridging thrombosis and inflammation, 
in particular, proinflammatory effects, mediated by 
activated platelets [5]. It is accepted that platelet-
monocyte complexes (PMC) are a more sensitive 
marker of in vivo platelet activation than commonly 
accepted parameter – CD62P expression level [15]. 
Quantitative detection of PMC as well as character-
ization of pro-inflammatory, pro-coagulant, and ad-
hesive phenotypes are intended to reveal their physi-
ological and pathophysiological roles. Moreover, this 
approach may be applied for diagnostic purposes.

Circulating monocytes are divided into three 
subsets by expression of surface markers CD14 and 
CD16 [19]. Determination and phenotyping of PMC 
in these subpopulations provide additional informa-
tion about their activation and participation in the in-
teraction with platelets. 

Changes in the levels of total PMC and aggregates, 
formed by different monocyte subsets, were found in 
the circulation of patients with various inflammatory 
and thrombophilic disorders including acute myo-
cardial infarction [12], cardiovascular diseases [2, 3], 
chronic obstructive pulmonary disease [2], antiphos-
pholipid syndrome, systemic lupus erythematosus, 
and rheumatoid arthritis [10], tuberculosis [11]. In-
creased levels of PMC in pre-eclampsia suggest their 
pathogenetic role in this disorder [13]. We propose 
that other pregnancy complications, associated with 
prothrombotic state, are accompanied by activation 
of platelets and monocytes and manifest themselves 
as quantitative and qualitative changes in the charac-
teristics of PMC.

Being engaged in the study of PMC roles in re-
current pregnancy loss, we faced with a choice of 
methodical approach. Currently, there is no conven-
tional protocol of PMC determination in peripheral 
blood. Diversity of procedures employed by differ-
ent research groups resulted in disparate data on the 
amount and phenotype of circulating PMC. Flow 
cytofluorimetry is widely used as an accessible and 

reliable analytical approach for identification and 
immunophenotyping of PMC. Methodical discrep-
ancies mainly refer to sample preparation, selection 
of monoclonal antibodies/fluorochromes, and gating 
strategy. The most significant problem is platelet ac-
tivation that results in ex vivo PMC formation. The 
phenomenon reflects neither physiological nor patho-
physiological events and thus significantly interferes 
with determination of in vivo characteristics of PMC. 
It was demonstrated that spontaneous PMC forma-
tion began just after blood sampling and proceeded at 
high rate – 0.3-0.4% per minute. [8, 12]. In practice, 
it takes at least half an hour to proceed from blood 
sampling to analysis. Moreover, this interval may ex-
tend up to 1 h or more, if minimal transportation of 
the samples is needed. However, in the most existing 
protocols this point is overlooked, although PMC 
number may significantly increase during that time in 
comparison with their in vivo level. 

The purpose of our study was development of the 
method of detection and quantification of PMC in 
peripheral blood samples, ensuring prevention of ex 
vivo platelet activation, preservation of phenotype 
characteristics of platelets, monocytes and PMC, and 
evaluation of their in vivo changes.

Materials and methods
Samples of peripheral blood were obtained from 

patients with history of pregnancy complications (re-
current pregnancy loss, non-developing pregnancy, 
intrauterine fetal death, antiphospholipid syndrome) 
in first trimester of ongoing pregnancy. Venous blood 
was sampled by venipuncture using 21-gauge needle 
and collected into vacutainer containing anticoagu-
lant (3.8% sodium citrate). To avoid post-traumatic 
cell aggregation, first portion of blood (3-5 ml) was 
discarded. Since spontaneous platelet activation and 
formation of PLC occur in vitro in the absence of ago-
nists, it is critical to fixate cells and aggregates as close 
as possible to the moment of blood sampling. Within 
1-2 minutes after collection 0.5 ml blood was mixed 
with equal volume of CellFix (BD Biosciences).

After 1 hour 50 µl of fixed blood were immunola-
beled with 5 µl of following fluorochrome-conjugated 
monoclonal antibodies: CD45-PerCP, CD14-Alexa 
Fluor®700, CD41a-APC, CD16-PE-Cy7™, CD62P-
FITC, CD40-APC-H7, CD162-PE, CD142-PE, 
CD11b-PE (all BD Biosciences). To exclude non-
specific binding and cell autofluorescence, isotype 
controls, conjugated with relevant fluorochromes, 
were used in addition to internal control, that provid-
ed optimal parameters for data acquisition. Samples 
were incubated for 20 min in dark at room tempera-
ture. Red blood cells were lysed by tenfold dilution 
of the samples with BD FACS™ Lysing Solution 
(BD Biosciences).
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Samples were analyzed using FACSCanto II 
(Becton Dickinson) flow cytometer with FACSDi-
va software (BD Biosciences). Ten thousand events 
were collected in the platelet gate. For the analysis of 
monocytes and PMC, at least 5,000 events with rel-
evant immunophenotype were collected in the mono-
cyte gate. Leukocyte and platelet counts were deter-
mined with automated blood analyzer ADVIA 60 CT 
(Siemens). Statistical analyses were performed using 
Microsoft Office software package.

Results
Immediate and prolonged fixation of blood sam-

ples is a key issue of the suggested procedure. In pre-
liminary experiments we compared PMC content 
and expression of activation markers of platelets and 
monocytes in unfixed blood and in the samples sub-
jected to the immediate fixation. When compared to 
fixed blood, 2.5-4 fold increase in PMC percentage 
was observed after 1 hour without fixation, CD62P ex-
pression level in PMC increased twofold (from 9.7 to 
18.7%), and CD11b demonstrated 8.5 fold increase, 
amounting up to 100%. Moreover, it was demon-
strated that prolongation of fixation time up to 1 hour 
did not significantly affect such measured parameters 
as PMC amount and expression levels of platelet and 
monocyte markers.

We analyzed 14 peripheral blood samples obtained 
by the procedure described above.

Monocyte and platelets were determined with 
fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies 
against specific antigenic markers.

Platelets were identified from the expression of 
CD41a, monocytes were recognized from the expres-
sion of both CD45 and CD14. Platelet-monocyte ag-
gregates were recognized as CD14 and CD41a double 
positive events. Monocyte subsets were determined 
from differential CD14 and CD 16 expression. 

Gating strategy used for determination of unag-
gregated platelets and representative histogram, dem-
onstrating CD62P expression in this population, are 
shown in Figure 1. P-selectin (CD62P) is a marker of 
platelet activation, and levels of CD62P expression in 
free platelets may be compared to the levels of CD62P 
expressed by platelets, aggregated with monocytes 
(PMC). Median percentage of CD62P+ free platelets 
in the analyzed samples was 2,7% (0,1-4,6%).

Gating strategy for detection of free monocytes 
and PMC is shown in Figure 2. This approach ensures 
quantification of PMC and determination of surface 
antigenic markers in total monocyte population and 
monocyte subsets: classical (CD14+CD16-), inter-
mediate (CD14+CD16+), and non-classical (CD-
14lowCD16+). In the analyzed samples, median per-
centage of PMC in the total monocyte population was 

Figure 1. Analysis of activated platelets 
in prefixed peripheral blood samples
Note. A, gating strategy for determination of free platelets. 
Platelets were identified by staining with specific anti-
CD41a antibodies. B, representative histogram of event 
distribution in the gated region after staining with specific 
antibodies against CD62P (percentage of activated 
platelets).
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Figure 2. Gating strategies for the analysis of PMC in the total monocyte population (upper panel) and monocyte subsets 
(middle and lower panel)
Note. On SSC/CD45 dot plot the region, corresponding to morphological and phenotypic characteristics of monocytes, was set (A). In the total 
monocyte population, PMC were identified by co-staining with anti-CD14 and anti-CD41a antibodies (B). Monocyte subsets identified with 
anti-CD14 and anti-CD16 antibodies (C), were classified as classical (CD14+CD16-) (D), intermediate (CD14+CD16+) (E), and non-classical 
(CD14lowCD16+) (F). In the monocyte subsets, PMC were identified as CD41a-positive events.
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Figure 3. Representative histograms of PMC distribution in the monocyte subsets
Note. Percentages of PMC in the monocyte subsets are shown on the figures.

Figure 4. Analysis of PMC formation and expression of surface markers of platelets and monocytes in different samples  
of prefixed peripheral blood
Note. The marker of platelet activation CD62P (P-selectin) and its ligand CD162 (PGSL-1) were determined on the surface of PMC and free 
monocytes by staining with corresponding specific antibodies. A, monocyte marker CD162 was expressed by both PMC and free monocytes, 
whereas platelet marker CD62 was detected in less than 5% PMC. B, PMC, but not free monocytes, demonstrated 50% increase in CD62P 
expression accompanied by comparable decrease in CD162 level.
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monocyte subsets (classical and intermediate) and to-
tal monocyte population. 

The suggested method is not only applicable for 
detection of PMC in total monocyte population and 
monocyte subsets, but for quantitative characteriza-
tion of platelet-monocyte interaction in PMC by 
measuring expression of relevant molecules. Bind-
ing of platelet P-selectin (CD62P) to CD162 on the 
monocyte surface plays a key role in PMC formation. 
In the majority of peripheral blood samples, ana-
lyzed in our study, CD62P expression levels did not 
exceed 5%, whereas all free monocytes and PMCs 
were CD162-positive (Figure 4A). However, in two 
samples significant increase in CD62P expression and 
decrease in CD162 expression by ~50% was observed 
(Figure 4B). Noteworthy is that these changes were 
observed in PMCs (CD14+CD41a+), but not in free 
monocytes (CD14+CD41a-). Moreover, percentage 
of PMC increased, and percentage of free monocytes 
decreased (Figure 4B). No correlation was revealed 
between this phenomenon and clinical findings of the 
patients.

In the analyzed samples, no significant CD40 and 
CD142 expression was determined. CD11b expres-
sion level varied from 1.2 to 35.1% with median value 
of 14%. 

Percentage values obtained with flow cytometry 
can be converted into absolute values by using data 
obtained with blood analyzer. Thus, concentrations of 
PMC and free cells with specific phenotypes can be 
calculated.

Discussion
Based on earlier described procedures assuming 

pre-fixation of blood samples [2, 6, 12], we developed 
the method of quantifying and phenotypical charac-
terization of PMC in the peripheral blood that can be 
used for studying the role of platelet-monocyte inter-
actions in the pathogenesis of pregnancy complica-
tions.

We used sodium citrate as anticoagulant since it 
was demonstrated to have a minimal effect on PMC 
formation [8]. In our preliminary experiments with 
different anticoagulants we came to the same con-
clusion. Sodium citrate is anticoagulant of choice in 
many studies on PMC detection and characteriza-
tion [2, 7, 11, 12, 16].

In platelet research, special requirements are set 
in sampling and sample preparation. The procedures 
should be performed in such a way as to minimize ex 
vivo platelet activation. On the other hand, immu-
nocytochemical staining implies best preservation of 
native conformation and expression density of the an-
tigenic determinants, recognized by monoclonal an-
tibodies. Mild fixation of biomaterial, containing the 
cells of interest, meets the requirements. It is achieved 

by applying fixing agent (paraformaldehyde) at lower 
concentrations than those used in the standard pro-
tocols. The procedure of immediate fixation, used in 
our study, provided preservation of antigenic pheno-
type from blood sampling to laboratory analysis.

The described method excludes undesirable sam-
ple handling including sedimentation by centrifuga-
tion, cell separation in density gradient, washing with 
buffer solutions. Thus, immunocytochemical staining 
with fluorochrome-conjugated monoclonal antibod-
ies was carried out directly in the fixed blood sample.

The panel of specific antibodies and conjugated 
fluorochromes was set for differential counting of 
PMC and free platelets and monocytes as well as for 
effective determination of the levels of expression of 
inducible antigenic markers on the surface of the cells 
and aggregates. 

The results of the study demonstrate that the sug-
gested method offers a means for a reliable identifi-
cation of PMC and determination of their activation 
state in total monocyte population and in the mono-
cyte subsets. 

Increased amount of PMC, detected in some sam-
ples, accompanied by increased expression of platelet 
activation marker CD62P and decreased expression of 
its ligand CD162, suggest changes of activation state 
of PMC and their roles in pathophysiological mecha-
nisms of some pregnancy complications. To reveal 
correlation between changes in these parameters and 
clinical signs of certain pregnancy complications, it is 
necessary to analyze a considerable amount of blood 
samples obtained from patients with physiological 
pregnancy and complicated pregnancies. 

Likewise, shift in balance of PMC formed by dif-
ferent monocyte subsets apparently reflects the dif-
ferent roles of these subpopulations in physiological 
and pathological processes. It is evident that PMC 
and phenotypic markers of activation should be de-
termined not only in total monocyte population, but 
also in the monocyte subsets since the alterations oc-
curring in the minor subpopulation may be undetect-
able in the whole population.

In our study, we used specific antibodies against 
the surface antigens, that are the hallmarks of proin-
flammatory and procoagulant monocyte phenotype. 
CD40L receptor CD40 mediates platelet-monocyte 
interaction in inflammation and thrombosis [9]. Tis-
sue factor (CD142) plays a key role in the initiation 
of blood coagulation [17]. Although we did not find 
significant expression of these factors in the analyzed 
samples, we believe that determination of CD40 and 
CD142 should be included in the analysis of PMC in 
patients with thrombophilic state. Detection of CD11b 
seems to be useful to characterize adhesive phenotype 
of free monocytes and PMC. This molecule is a part 
of leukocyte integrin Mac-1 (CR3, CD18/CD11b) 
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and mediates various monocyte functions including 
PMC stabilization by interacting with platelet glyco-
protein GPIb [14], binding to complement compo-
nents, fibrinogen, and ICAM-1 molecules expressed 
on the surface of endothelial cells.

Conclusion
We developed accessible and reproducible meth-

od, that provides preservation of phenotypic charac-
teristics of PMC and ensures delayed analysis of blood 

samples, quantifying of PMC, and determination of 
activation state. The suggested procedure includes 
immediate mild fixation, minimal sample handling, 
optimal gating strategies, and relevant panel of spe-
cific antibodies for identification of the differentiation 
and activation antigenic markers using flow cytofluo-
rimetry. We believe that the suggested method can be 
used for detection and characterization of platelet-
monocyte complexes in patients with various pathol-
ogies accompanied by inflammation and thrombosis, 
including pregnancy complications.
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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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