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ХАРАКТЕРИСТИКА И РОЛЬ РАЗЛИЧНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ 
МАКРОФАГОВ В ПАТОГЕНЕЗЕ ОСТРЫХ И ХРОНИЧЕСКИХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ ЛЕГКИХ
Никонова А.А.1, 2, Хаитов М.Р.1, Хаитов Р.М.1
1 ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА России, Москва, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова», Москва, Россия

Резюме. Макрофаги являются одной из самых многочисленных популяций клеток респиратор-
ного тракта, отличающейся способностью приобретать разнообразные фенотипы, в зависимости 
от сигналов микроокружения (классически активированные М1, альтернативно активированные 
М2). Есть все основания полагать, что различные популяции макрофагов принимают участие как в 
защите организма от инфекционных патогенов, так и в предотвращении неконтролируемого вос-
паления в тканях. Изменение фенотипов макрофагов в легких характерно для многих заболеваний 
респираторного тракта, включая бронхиальную астму, хроническую обструктивную болезнь легких, 
легочный фиброз и инфекционные заболевания. В данном литературном обзоре мы сфокусиро-
вались на биологии, происхождении и характеристике известных фенотипов макрофагов, а также 
представили современные данные об их роли в развитии хронических заболеваний легких – брон-
хиальной астмы и хронической обструктивной болезни легких, а также острых заболеваний бакте-
риальной и вирусной природы.

Ключевые слова: макрофаги, бронхиальная астма, ХОБЛ, бактерии, вирусы, моноциты, поляризация моноцитов, маркеры

CHARACTERISTICS AND ROLE OF MACROPHAGES IN 
PATHOGENESIS OF ACUTE AND CHRONIC LUNG DISEASES
Nikonova A.A.a, b, Khaitov M.R.a, Khaitov R.M.a
a NRC Institute of Immunology FMBA, Moscow, Russian Federation  
b Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. Macrophages are among the most abundant cells of the respiratory tract, being characterized by 
their ability to have different phenotypes, depending on signals from the microenvironment (classically activated 
M1, alternatively activated M2). Despite contradictory literature data describing role of various macrophage 
phenotypes, they appear to be coupled to the systems protecting the organism from infectious pathogens and 
preventing development of excessive tissue responses. Phenotypical changes of lung macrophages are found 
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in various respiratory diseases including bronchial asthma, chronic obstructive pulmonary disease, pulmonary 
fibrosis and infectious conditions. In this review article, we focused on the biology, origin and characterization of 
different macrophage phenotypes, and presented current data highlighting their role in development of chronic 
lung diseases, i.e., bronchial asthma, chronic obstructive pulmonary disease and acute infectious diseases.

Keywords: macrophages, asthma, COPD, bacteria, viruses, monocytes, monocytes polarization, markers
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Введение
Основная функция респираторной системы 

заключается в обеспечении организма кислоро-
дом и утилизации углекислого газа. Кроме того, 
легкие выполняют важную недыхательную функ-
цию по защите организма от вредных компонен-
тов вдыхаемого воздуха и метаболизме биологи-
чески активных веществ. В легких непрерывно 
происходят иммунные реакции в ответ на вдыха-
емые чужеродные частицы и антигены. Реакции 
как врожденного, так и приобретенного иммун-
ного ответа вносят свой вклад в обеспечение им-
мунной защиты легких. Традиционные методы 
исследования клеточного состава нижних отде-
лов дыхательных путей включают сбор мокроты 
и бронхоскопию со сбором бронхоальвеолярного 
лаважа (БАЛ). Согласно клиническим рекомен-
дациям Американского торокального общества, 
для здорового некурящего человека характе-
рен следующий состав БАЛ: альвеолярные Мф 
(аМф) > 85%, нейтрофилы ≤ 3%, лимфоциты – 
10-15%, эозинофилы ≤ 1%, сквамозный эпите-
лий/реснитчатые клетки цилиндрического эпи-
телия ≤ 5% [62]. Эффекторные иммунные клетки, 
Т-лимфоциты, тучные клетки, дендритные клет-
ки и макрофаги (Мф) присутствуют в легочном 
интерстиции уже на железистой стадии эмбри-
огенеза легких [40]. У человека после рождения 
тканевые Мф дифференцируются из моноцитов 
крови.

Гетерогенность моноцитов периферической  
крови

Моноциты периферической крови челове-
ка не гомогенны. Согласно новой классифика-
ции, утвержденной комитетом по номенклату-
ре Международного союза иммунологических 
обществ, основная популяция моноцитов (90%) 
CD14++CD16- называется классическими моно-
цитами, оставшиеся 10% моноцитов подраз-
деляются на промежуточные (CD14++CD16+) 
и неклассические (CD14+СD16++) [106]. Несмо-
тря на то что роль различных популяций в ор-

ганизме до конца не изучена, высказываются 
предположения о том, что классическая и про-
межуточная популяции обладают воспалитель-
ными свойствами, напоминающими мышиные 
Ly6C+ моноциты, которые также называют «вос-
палительными» [41], тогда как неклассические 
моноциты играют роль «патрулей» по аналогии 
с мышиными Ly6C- моноцитами («патрулирую-
щие» или альтернативные) [34]. И человеческие, 
и мышиные «воспалительные» моноциты экс-
прессируют высокий уровень хемокинового ре-
цептора CCR2 и низкий уровень CX3CR1, тогда 
как патрулирующие – наоборот. То есть воспа-
лительные моноциты чувствительны к сигналам 
хемокина CCL2, который опосредует проник-
новение Ly6C+/CD14+ моноцитов к месту вос-
паления [95], в то время как «патрулирующие» 
моноциты чувствительны к CX3C-хемокиновому 
лиганду 1 [7] (CX3CL1 – человеческий фрактал-
кин или мышиный нейротактин), растворимому 
или связанному с мембраной хемокину, который 
экспрессируется в тканях и на эндотелиальных 
клетках. Таким образом, Ly6C- клетки патрули-
руют эндотелий сосудов, контролируя их целост-
ность [7, 42]. Кроме того, эти клетки отличаются 
более длительным периодом полужизни, кото-
рый составляет от 5-7 дней до 2 недель, тогда как у 
Ly6C+ – около 8 часов [9]. В связи с этим Ly6C- 

моноциты считают «макрофагами сосудов».
Помимо функций, происхождение разных 

популяций моноцитов является предметом дис-
куссии. Предполагается, что Ly6C+ моноциты 
являются предшественниками Ly6C- и пере-
дача сигнала через CSF-1R необходима для со-
зревания моноцитов из Ly6C+ в Ly6C- [103]. Так 
же как и участие транскрипционного фактора 
NR4A1 (Nurr77) [10]. 

Популяции легочных макрофагов и их функ-
ции

Различают несколько популяций легочных 
Мф. Самой многочисленной и хорошо изучен-
ной популяцией являются альвеолярные макро-
фаги (аМф), которые локализуются в просвете 
альвеол, тесно соединены с эпителием альвеол 
и непосредственно подвергаются воздействию 
воздуха и окружающей среды. Помимо фагоци-
тоза, аМф участвуют в катаболизме сурфактанта, 
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выстилающего альвеолы и предотвращающего 
экспираторный коллапс [4, 86]. 

Другая популяция Мф – интерстициальные 
Мф (иМф), которые составляют 30-40% легоч-
ных Мф [12, 14]. Тонкая стенка альвеол отделя-
ет аМф от иМф, которые располагаются в узком 
межальвеолярном пространстве вместе с альвео-
лярными капиллярами, фибробластами и други-
ми мезенхимальными клетками. ИМф участвуют 
в ремоделировании и поддержании гомеостаза 
тканей, в презентации антигенов [4, 84], а также 
оказывают влияние на функции дендритных кле-
ток, предотвращая развитие аллергии в дыхатель-
ных путях [12, 14]. Следует отметить, что аМф 
характеризуются высоким уровнем экспрессии 
CD11c и низким CD11b, тогда как иМф – наобо-
рот [16]. Третий вид – это макрофаги экссудата, 
которые мигрируют в ткань легких из кровотока 
при воспалительных процессах посредством СС 
хемокиновых рецепторов 2 (CCR2) [6, 36] 

Таким образом, можно выделить основные 
функции различных популяций Мф. Это защи-
та от инфекций, которая обеспечивается благо-
даря способности Мф фагоцитировать антигены 
и выделять различные про- и антивоспалитель-
ные медиаторы и эффекторные молекулы, вклю-
чая цитокины, протеазы и ингибиторы протеаз, 
ROIs (reactive oxygen intermediates), RNIs (reactive 
nitrogen intermediates). В этом случае Мф вносят 
вклад не только в развитие воспаления и повреж-
дение тканей, но также участвуют в реакциях, 
обеспечивающих заживление тканей, контроль 
и разрешение воспаления. Кроме того, Мф уча-
ствуют в реакциях адаптивного иммунитета бла-
годаря способности презентировать антиген, но 
их способность активировать Т-клетки ограниче-
на по сравнению с дендритными клетками. 

М1- и М2-макрофаги. Характеристика, про-
исхождение и роль в патологии 

Однако популяция легочных Мф более раз-
нообразна и не ограничивается только анато-
мическим расположением в тканях. Макрофа-
ги – полиморфная популяция клеток, фенотип 
которых определяется сигналами микроокруже-
ния. Так, интерферон (IFN) λ, самостоятельно 
или в комплексе с лигандами Toll-подобных ре-
цепторов (TLR), стимулирует классический путь 
М1-активации Мф, который характеризуется 
высоким уровнем продукции провоспалитель-
ных цитокинов, ROIs, RNIs, а также выраженной 
бактерицидной и противоопухолевой активно-
стью. Стимуляция интерлейкинами IL-4 и IL-13 
активирует М2, которые обладают противовос-
палительными, регенерирующими свойствами, 
а также высокой фагоцитарной активностью 

в отношении микроорганизмов и апоптозных 
клеток (эффероцитоз), однако слабыми способ-
ностями презентовать антигены [97].

Одно из различий между М2 и М1 заключает-
ся в том, что в М2 продуктами метаболизма ар-
гинина являются орнитин и полиамины, тогда 
как в М1 – оксид азота (NO) и цитруллин [64]. 
Продуцирующие орнитин М2 активируют про-
лиферацию клеток и заживление посредством 
полиаминов, фиброза и других регенерирующих 
функций [77], тогда как продуцирующие NO 
M1 являются важными эффекторными клетка-
ми с микробицидной активностью и способно-
стью ингибировать пролиферацию клеток [56]. 
Помимо этого, М1 и М2 различаются спектром 
синтезируемых цитокинов [68] и различием в ме-
таболизме железа и глюкозы [15]. Популяция 
М2 Мф более гетерогенна. Также различают М2-
подобные Мф (M2a, M2b и т.д.), которые имеют 
много общих свойств с М2-клетками. Стиму-
лы, индуцирующие М2-поляризацию, ингиби-
руют активность NF-κB и STAT1. IL-4 и IL-13 
избирательно активируют индукцию CCL24, 
CCL17, CCL18 и CCL22 в M2a, ингибируя при 
этом IFNγ. М2b экспрессируют высокий уро-
вень IL- 10 и низкий IL-12, а М2с характеризу-
ются повышенным уровнем CXCL13, CCL16 
и CCL18 [67]. Схожие перекрестные фенотипы 
моноцитов человека формируются под влиянием 
гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора (GM-CSF; стимулируют 
M1) или M-CSF (стимулируют M2) [96]. Так-
же выделяют несколько особых типов Мф (M4, 
Mhem, Mox), которые идентифицировали при 
атеросклерозе. Они обладают характеристиками, 
отличными от М1/М2 [26].

Впервые термины «классически и альтер-
нативно-активированные Мф, М1-М2» были 
предложены в начале 90-х [19, 90]. Однако в на-
стоящее время существует мнение, что эта но-
менклатура устарела и не в полной мере отража-
ет фенотип и свойства разных типов Мф. Была 
предложена новая классификация, согласно 
которой в учет принимается стимулятор, акти-
вирующий тот или иной тип клеток. Например, 
M(IL-4), M(Ig), M(IL-10), M(GC), M(IFNγ), 
M(LPS) и так далее [69]. По мнению авторов, 
такая система позволит стандартизировать усло-
вия экспериментов, а также сравнивать свойства 
клеток, полученные при различных условиях 
активации в разных лабораториях. Другая пред-
ложенная классификация основана на трех ос-
новных функциональных особенностях разных 
фенотипов Мф при поддержании гомеостаза: за-
щитная функция, восстановительная и иммуно-
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регуляторная [66]. В соответствии с этими функ-
циями авторы предлагают классифицировать Мф 
на классически активированные, восстанови-
тельные и регуляторные [31]. 

Множество факторов влияет на М1-
поляризацию как из наивных М0-клеток, так и 
поляризованных М2. В исследованиях in vitro 
было продемонстрировано, что поляризованные 
клетки могут быть деполяризованы до М0 при 
культивации в среде без цитокинов в течение 12 
дней или поляризованы в другой фенотип после 
культивации в среде с соответствующими факто-
рами активации [92]. 

Существует несколько гипотез о том, 
как именно происходит поляризация и переклю-
чение разных типов Мф в условиях in vivo. Соглас-
но первой гипотезе, Ly6C+ моноциты и/или Мф, 
дифференцированные из моноцитов, в тканях 
становятся М1 Мф, а Ly6C- становятся М2. Одна-
ко эта гипотеза не была подтверждена, т.к. в раз-
ных исследованиях наблюдались как дифферен-
цировка Ly6C+ в М1 и Ly6C- в М2 [7, 73], так и 
переключение Ly6C+ М1 в Ly6C- М2 [5]. Вторая 
гипотеза предполагает, что существует несколько 
последовательных волн мобилизации моноцитов 
в ткани к месту воспаления. Вследствие этого 
моноциты, попавшие в ткань на разных этапах, 
подвергаются действию микроокружения с раз-
ными сигналами, которые могут поляризовать 
клетки в М1 на ранних стадиях и в М2 на позд-
них [33]. В этом случае цитокины и другие сигна-
лы микроокружения играют ключевую роль в по-
ляризации Мф. И хотя в экспериментах in vitro 
роль цитокинов была подтверждена, в условиях 
in vivo иногда сложно объяснить некоторые фак-
ты. Как, например, повышенное содержание М2 
в стерильной ране [33] или поврежденных поч-
ках [53] в отсутствие Th2-цитокинов IL-4 и IL-13. 
В этом случае М1 являются предшественниками 
М2, т.к. моноциты, мобилизованные к месту вос-
паления, сначала приобретают воспалительный 
М1-фенотип, а затем созревают в восстанови-
тельный М2. И, наконец, третья теория предпо-
лагает, что поляризованные популяции Мф могут 
переключатся из одного фенотипа в другой в раз-
ных условиях. Так, например, было показано, что 
М2 могут быть перепрограммированы в М1 после 
обработки лигандами TLR или IFNγ [70]. 

В настоящее время идентификация разных 
популяций Мф основана на анализе транскрип-
ции генов и экспрессии белков, специфичных 
для М1 и М2. Эти маркеры включают трансмем-
бранные гликопротеины, скэвенджер-рецепто-
ры, ферменты, гормоны, хемокины, цитокины 

и их рецепторы, с различными и зачастую неиз-
вестными функциями.

В таблице 1 приведена подробная сводная 
[11, 36, 46, 59, 68, 81] характеристика известных 
на сегодняшний день популяций Мф. В работах, 
проведенных нами ранее при поддержке гран-
та РНФ 16-14-10188, мы также уточняли марке-
ры поляризации человеческих Мф. В частности, 
было показано, что CD54, CD14, CD80 и CD197 
являются маркерами М1-поляризации Мф че-
ловека, но не было выявлено поверхностных 
маркеров М2. Мы не обнаружили повышенной 
экспрессии широко распространенных М2-
маркеров CD206, CD163, MHCII, CD36 в наших 
экспериментах, но выявили повышенную про-
дукцию CCL22, IL-10 и CCL17 М2 посредством 
ИФА. Кроме того, мы показали выраженный 
противовирусный эффект М1 в ответ на зараже-
ние риновирусами за счет повышенной продук-
ции противовирусных интерферонов [1].

Следует отметить, что, несмотря на целый ряд 
известных маркеров активации, идентифици-
ровать разные популяции Мф в условиях in vivo 
крайне сложно. В тканях могут содержаться 
смешанные популяции Мф на разных стадиях 
активации. Кроме того, выделяют популяцию 
атипичных Мф (табл. 1), которые демонстриру-
ют характерный как для М1, так и М2 характер 
транскрипции генов [47]. Тканевые и опухоле-
вые Мф также экспрессируют М2-маркеры [58]. 
По этой причине М2 иногда относят к опухоле-
генным клеткам, хотя это неточное определение, 
учитывая разнообразие функций М2. 

Деление Мф на М1/М2-фенотипы напомина-
ет Th1/Th2-типы поляризации Т-клеток, однако 
следует отметить, что экспериментальные дан-
ные о свойствах M1 и M2 в значительной степе-
ни основаны на исследованиях in vitro. Поэтому 
вполне вероятно, что in vivo могут существовать 
многочисленные промежуточные фенотипы. Бо-
лее того, существуют различия между M1- и M2-
поляризованными подтипами мыши и чело-
века [68].

В некоторых случаях переключение между 
различными фенотипами Мф происходит бес-
контрольно, и это часто ассоциируют с развити-
ем тех или иных патологий человека [20].

Можно привести три специфических примера 
такого состояния:

1. Толерантность к эндотоксину – изменен-
ное состояние в ответ на повторную стимуляцию 
LPS, которое приводит к глобальному и устой-
чивому переключению программы экспрессии 
генов из воспалительного М1 в противовоспали-
тельный фенотип [18].
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2. Диабет 2 типа и атеросклеротические по-
вреждения. Это метаболические синдромы, ко-
торые приводят к переключению фенотипа ма-
крофагов жировой ткани из восстановительных 
(как у здоровых людей, не страдающих ожирени-
ем) в классически активированные Мф [9].

3. Рак. Состояние, при котором инфильтриро-
ванные в опухоль, классически активированные 
Мф вносят вклад в развитие неоплазии [24], а за-
тем, когда опухолевый процесс прогрессирует, 
они могут переключиться в регуляторный фено-
тип и, наконец, дифференцироваться в клетки, 
которые обладают характеристиками как регуля-
торных, так и восстановительных Мф [66]. 

Несмотря на то что при перечисленных пато-
логиях наблюдается динамическое переключение 
между разными функциональными состояниями, 
возможно, что изначально смесь М1/М2-клеток 
являлась причиной их развития [63, 64]. 

Помимо перечисленных патологий, разные 
фенотипы Мф играют роль в развитии некоторых 
заболеваний легких. 

Хронические заболевания легких
Бронхиальная астма (БА) и хроническая об-

структивная болезнь легких (ХОБЛ) являются са-
мыми распространенными респираторными хро-
ническими заболеваниями, от которых страдают 
около 500 миллионов человек по всему миру [2, 
29]. ХОБЛ и БА имеют четкие различия в харак-
тере воспаления, однако у некоторых пациентов 
могут присутствовать признаки обоих заболева-
ний. В данном случае речь идет о так называе-
мом синдроме перекрывания БА-ХОБЛ (СПАХ). 
Этот термин был введен в клиническую практику 
в середине 2014 года [8]. 

Бронхиальная астма
БА традиционно считается заболеванием, ас-

социированным с Th2-ответом, характеризую-
щимся повышенной продукцией цитокинов IL-4, 
IL-5, IL-9 и IL-13, которые в свою очередь акти-
вируют инфильтрацию эозинофилов, продукцию 
IgE и высвобождение гистамина [3]. В некоторых 
случаях наблюдается повышенное содержание 
нейтрофилов и Th17-клеток [52]. Характерными 
клиническими проявлениями БА являются вос-
паление и гиперреактивность дыхательных пу-
тей. Как правило, количество Мф у пациентов 
с БА и здоровых людей не различается [28, 30], 
однако есть свидетельства того, что Мф от па-
циентов с БА обладают пониженной способно-
стью к фагоцитозу [30]. В целом ряде работ было 
продемонстрировано, что у пациентов с БА [61] 
и мышей с аллергическим типом воспаления 
дыхательных путей наблюдается повышенное 

содержание М2 Мф и их продуктов в тканях лег-
ких [39, 60, 61, 72], сыворотке и БАЛ [21] по срав-
нению с контролем. Кроме того, численность М2 
Мф ассоциируется с тяжестью течения БА как у 
людей, так и на мышиных моделях заболева-
ния [27, 89], а также М2 Мф вносят вклад в раз-
витие аллергического воспаления в дыхательных 
путях, продуцируя Th2-цитокины, которые ам-
плифицируют Th2-ответ (аутокринный тип регу-
ляции) [60, 62].

Известно, что М2 продуцируют целый ряд 
цитокинов и хемокинов (табл. 1). Среди них хе-
мокин CCL24, который в тандеме с IL-13 мо-
билизует эозинофилы [78]. Другой известный 
М2-хемокин – это CCL18. Так как у мышей нет 
эквивалентного CCL18 гена, то в исследованиях 
на мышах для экспрессии этого хемокина в лег-
ких использовали аденовирусный вектор. Экс-
прессия CCL18 привела к массовой мобилизации 
Т-клеток в легкие, воспалению и фиброзу [55]. 
Эти данные свидетельствуют о том, что CCL18 
вносит вклад в развитие заболеваний легких, ин-
дуцируя наплыв Т-клеток, которые оказывают 
патогенетический эффект. CCL18 в основном 
регулирует мобилизацию Th2-клеток и базофи-
лов, а также индуцирует высвобождение гиста-
мина из базофилов [22]. Еще одним доказатель-
ством участия CCL18 в патогенезе БА является 
его повышенное содержание в мокроте пациен-
тов с БА, установленное при помощи белковых 
микрочипов [48]. Перечисленные исследования 
указывают на важную роль CCL18 в патогенезе 
БА посредством привлечения проастматических 
иммунных клеток в легкие, хотя точный меха-
низм действия CCL18 изучен не до конца.

Целый ряд исследований указывает на уча-
стие IL-33 в патогенезе БА [44]. Кроме того, IL-33 
поляризует Мф в М2 [38]. После первой обработ-
ки аллергеном основным источником IL-33 яв-
ляются эпителиальные клетки легких, но после 
третьей обработки около 20 и 10%, соответствен-
но, IL-33-продуцирующих клеток это М2 Мф 
и миелоидные дендритные клетки [71]. Повы-
шенное содержание М2, активированных IL- 33, 
возможно, возникает вследствие повышенной 
экспрессии цитокинов и хемокинов IL- 4, IL- 5, 
IL-13, CCL17, CCL18 и CCL24 после их взаимо-
действия с рецептором IL-33 ST2 [41, 50]. Также 
повышенное содержание IL-35, IL- 17A, базогра-
нулина (маркера активации базофилов) и перио-
стина (маркера эозинофильного воспаления ды-
хательных путей) было обнаружено в сыворотке 
крови пациентов с БА. Однако нет информации 
о том, что они оказывают эффект на М2- поляри-
зацию [100]. 
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ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКИ РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ МАКРОФАГОВ 
TABLE 1. CHARACTERISTICS OF DIFFERENT MACROPHAGE TYPES

Тип макрофагов
Macrophage 
type

Характеристика
Characteristic

М1 Тканевые М2
Tissue М2

Опухолевые Мф
Tumor Mφ

M2а
альтернативные

M(IL-4)
M2а

alternative
M(IL-4)

M2b
2 типа
M(Ic)
M2b

2nd type
M(Ic)

M2c
деактивированные

M(IL-10); M(GC) M(GC+TGF-β)
M2c

deactivated
M(IL-10); M(GC) M(GC+TGF-β)

M2d
Атипичные 

Мф
Atypical Mφ

Активатор
Activator

IFNγ; LPS; TNFα;
 GM-CSF; бактерии; 

LDL; HMGB1

Микроокружение в 
тканях;

IL-4; IL-13; IL-10; C1q; 
C3b; NLRP3;

нормальная флора
Tissue microenvironment;

IL-4; IL-13; IL-10; C1q; 
C3b; NLRP3;

normal microflora

Опухолевое микро-
окружение;

M-CSF
Tumor 

microenvironment;
M-CSF

Грибковые инфекции и гельмин-
ты;

IL-4; IL-13; NLRP3
Fungal and helminth invasions;

IL-4; IL-13; NLRP3

Иммунные комплек-
сы и LPS;

IL-R1
Immune complexes 

and LPS;
 IL-R1

IL-10; TGF-β; глюкокортикои-
ды; PGE2; Tregs; BM-MSC;

ADSCs; IDO
IL-10; TGF-β; glucocorticoids; 

PGE2; Tregs; BM-MSC;
ADSCs; IDO

IL-6; аденозин; 
фактор

ингибирующий 
лейкозные клетки; 
опухолевое микро-

окружение
IL-6; adenosine; 

Leukemia-inhibiting 
factor; tumor 

microenvironment

Микобактерии;
IL-33

Mycobacteria;
IL-33

Функции
Functions

Провоспалительные функции; повреждение 
тканей; Th1-ответ;

гиперчувствительность замедленного типа;
уничтожение внутриклеточных паразитов; 

устойчивость к опухолям; противовирусный 
ответ;

индуцируют аутофагию при туберкулезе
Proinflammatory functions, tissue injury, Th1 

response; delayed-type hypersensitivity; destruction 
of intracellular parasites, tumor resistance; antiviral 

response; induce autophagy in tuberculosis.

Ангиогенез;  
регенерация 
Angiogenesis; 
regeneration

Способствуют росту 
опухоли и метастаз
Promote tumor growth 

and metastasis

Th2-ответ; аллергия; уничтоже-
ние и инкапсуляция паразитов;
тормозят аутофагию при тубер-

кулезе
Th2 response; allergy; parasite 

destruction and incapsulation; inhibit 
autophagy in tuberculosis

Активация Th2; им-
мунорегуляция;
регенерация тка-

ней;
фиброз

Th2 activation; 
immune regulation; 
tissue regeneration; 

fibrosis

Иммунорегуляция; на-
копление внеклеточного 

матрикса;
противовоспалительные 

функции; фагоцитоз
Immune regulation’ 

accumulation of extracellular 
matrix; anti-inflammatory 
functions; phagocytosis

Присутствуют в 
опухолях; иммуносу-

прессия;
способствуют росту 
опухоли и метастаз

Present in tumors; 
immune suppression; 
promote tumor growth 

and metastasis

Обладают 
функциями М1 

и М2
Exhibit M1 and 
M2 functions

Th2-ответ; аллергия; иммунорегуляция; унич-
тожение и инкапсуляция паразитов; накопле-
ние внеклеточного матрикса и регенерация; 

стимулирование роста опухолей
Th2 response; allergy; immune regulation; 
destruction and incapsulation of parasites; 
accumulation of extracellular matrix and 
regeneration; tumor growth promotion

Th2-ответ; аллергия; иммунорегуляция; уничтожение и инкапсуляция паразитов; накопление внеклеточного 
матрикса и регенерация; 

стимулирование роста опухолей
Th2 response; allergy; immune regulation; destruction and incapsulation of parasites; accumulation of extracellular matrix 

and regeneration; tumor growth promotion

Маркеры
Markers

CD68; CD86; CD80; MHC II
IL-1R; TLR2 ; TLR4; iNOS;

CD197; CD54; CD14; ITGAL; CD25; CD127; ROS

Arg-1; CD163; CD206;
CD209; MGL-1; 

RELM- α;
нейропептиды; фак-

торы роста; катехола-
мины

neuropeptides; growth 
factors; catecholamines

CD163; CD68; CD206; 
VEGF-A;

Dectin-1; NOS2; MGL-1

CD163; MHC II; SR;
MMR/CD206; CD200R;
TGM2; DecoyR; IL-1R II

У мышей:
Ym1/2; Fizz1; Arg-1

In mice:
Ym1/2; Fizz1; Arg-1

CD86; MHC II

CD163; TLR-1/8; 
ECM (внеклеточный  

матрикс);
PPAR-delta; SRA-1

CD163; TLR-1/8; 
ECM (extracellular matrix);

PPAR-delta; SRA-1

VEGF-A
Ym1; CD163; 

NOS2; CD206; 
MGL-1

Секретируемые 
цитокины
Secreted cytokines

TNF; IL-1β; IFNα, IFNβ, IFNλ; NO; IP-10;
IL-6; IL-8; IL-12; IL-15; IL-17; IL-23 IL-10 IL-10

TGF-β; IL-1ra
IL-4; IL-10; IL-13; IL-33; IL-35;

MMP-9; MMP-14; IGF-1
IL-1; IL-6; IL-10;

TNFα IL-10; TGF-β; IGF-1; PGE-2 IL-10; IL-12; TNFα; 
TGF-β

TNFα; IL-12;
IL-6; IL-10

Секретируемые 
хемокины
Secreted chemokines

CXCL9, CXCL10; RANTES,
CCL2; CCL3; CCL4; CCL5; CCL8; CCL9; CCL10; 

CCL11; CCL15; CCL19; CCL20
CCL13; CCL17; CCL22; CCL23; 

CCL24; CCL26
CCL1; CCL20

CXCL1; CXCL2; CXCL3
CCL8; CCL17; CCL18; CCL22; 

CCL24
CCL5; CXCL10; 

CXCL16 CCL18

Транскрипционные 
факторы;
SOCS белки;  
экспрессия генов
Transcription factors; 
SOCS proteins, 
gene expression

У мышей: pSTAT1+; pSTAT6 –ve; Socs1; Nfkbiz; 
Ifr5

У человека: pSTAT1+++;
IRF5; IRF1; LAG-3, LAMP3; OPTN; PIN-1; ITGAL
In mice: pSTAT1+; pSTAT6 –ve; Socs1; Nfkbiz; Ifr5

In humans: pSTAT1+++;
IRF5; IRF1; LAG-3, LAMP3; OPTN; PIN-1; ITGAL

У мышей: pSTAT6+++ pSTAT1 –
ve; Socs2; Ifr4

У человека: pSTAT1+++;
IRF4; SOCS1; GATA3; FZD2, 

CLIC2, EMILIN2; CDR2L; CMTM8; 
ALOX15; F13A1; PTGS1; ALOX15; 

F13A1; PTGS1
In mice: pSTAT6+++ pSTAT1 –ve; 

Socs2; Ifr4
In humans: pSTAT1+++;

IRF4; SOCS1; GATA3; FZD2, CLIC2, 
EMILIN2; CDR2L; CMTM8; ALOX15; 

F13A1; PTGS1; ALOX15; F13A1; 
PTGS1

У мышей: pSTAT3+; Socs3; 
Sbno2; Nfil3

У человека: SOCS3; ID3; 
RGS1; pSMAD2+; MERTK
In mice: pSTAT3+; Socs3; 

Sbno2; Nfil3
In humans: SOCS3; ID3; RGS1; 

pSMAD2+; MERTK
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ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКИ РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ МАКРОФАГОВ 
TABLE 1. CHARACTERISTICS OF DIFFERENT MACROPHAGE TYPES

Тип макрофагов
Macrophage 
type

Характеристика
Characteristic

М1 Тканевые М2
Tissue М2

Опухолевые Мф
Tumor Mφ

M2а
альтернативные

M(IL-4)
M2а

alternative
M(IL-4)

M2b
2 типа
M(Ic)
M2b

2nd type
M(Ic)

M2c
деактивированные

M(IL-10); M(GC) M(GC+TGF-β)
M2c

deactivated
M(IL-10); M(GC) M(GC+TGF-β)

M2d
Атипичные 

Мф
Atypical Mφ

Активатор
Activator

IFNγ; LPS; TNFα;
 GM-CSF; бактерии; 

LDL; HMGB1

Микроокружение в 
тканях;

IL-4; IL-13; IL-10; C1q; 
C3b; NLRP3;

нормальная флора
Tissue microenvironment;

IL-4; IL-13; IL-10; C1q; 
C3b; NLRP3;

normal microflora

Опухолевое микро-
окружение;

M-CSF
Tumor 

microenvironment;
M-CSF

Грибковые инфекции и гельмин-
ты;

IL-4; IL-13; NLRP3
Fungal and helminth invasions;

IL-4; IL-13; NLRP3

Иммунные комплек-
сы и LPS;

IL-R1
Immune complexes 

and LPS;
 IL-R1

IL-10; TGF-β; глюкокортикои-
ды; PGE2; Tregs; BM-MSC;

ADSCs; IDO
IL-10; TGF-β; glucocorticoids; 

PGE2; Tregs; BM-MSC;
ADSCs; IDO

IL-6; аденозин; 
фактор

ингибирующий 
лейкозные клетки; 
опухолевое микро-

окружение
IL-6; adenosine; 

Leukemia-inhibiting 
factor; tumor 

microenvironment

Микобактерии;
IL-33

Mycobacteria;
IL-33

Функции
Functions

Провоспалительные функции; повреждение 
тканей; Th1-ответ;

гиперчувствительность замедленного типа;
уничтожение внутриклеточных паразитов; 

устойчивость к опухолям; противовирусный 
ответ;

индуцируют аутофагию при туберкулезе
Proinflammatory functions, tissue injury, Th1 

response; delayed-type hypersensitivity; destruction 
of intracellular parasites, tumor resistance; antiviral 

response; induce autophagy in tuberculosis.

Ангиогенез;  
регенерация 
Angiogenesis; 
regeneration

Способствуют росту 
опухоли и метастаз
Promote tumor growth 

and metastasis

Th2-ответ; аллергия; уничтоже-
ние и инкапсуляция паразитов;
тормозят аутофагию при тубер-

кулезе
Th2 response; allergy; parasite 

destruction and incapsulation; inhibit 
autophagy in tuberculosis

Активация Th2; им-
мунорегуляция;
регенерация тка-

ней;
фиброз

Th2 activation; 
immune regulation; 
tissue regeneration; 

fibrosis

Иммунорегуляция; на-
копление внеклеточного 

матрикса;
противовоспалительные 

функции; фагоцитоз
Immune regulation’ 

accumulation of extracellular 
matrix; anti-inflammatory 
functions; phagocytosis

Присутствуют в 
опухолях; иммуносу-

прессия;
способствуют росту 
опухоли и метастаз

Present in tumors; 
immune suppression; 
promote tumor growth 

and metastasis

Обладают 
функциями М1 

и М2
Exhibit M1 and 
M2 functions

Th2-ответ; аллергия; иммунорегуляция; унич-
тожение и инкапсуляция паразитов; накопле-
ние внеклеточного матрикса и регенерация; 

стимулирование роста опухолей
Th2 response; allergy; immune regulation; 
destruction and incapsulation of parasites; 
accumulation of extracellular matrix and 
regeneration; tumor growth promotion

Th2-ответ; аллергия; иммунорегуляция; уничтожение и инкапсуляция паразитов; накопление внеклеточного 
матрикса и регенерация; 

стимулирование роста опухолей
Th2 response; allergy; immune regulation; destruction and incapsulation of parasites; accumulation of extracellular matrix 

and regeneration; tumor growth promotion

Маркеры
Markers

CD68; CD86; CD80; MHC II
IL-1R; TLR2 ; TLR4; iNOS;

CD197; CD54; CD14; ITGAL; CD25; CD127; ROS

Arg-1; CD163; CD206;
CD209; MGL-1; 

RELM- α;
нейропептиды; фак-

торы роста; катехола-
мины

neuropeptides; growth 
factors; catecholamines

CD163; CD68; CD206; 
VEGF-A;

Dectin-1; NOS2; MGL-1

CD163; MHC II; SR;
MMR/CD206; CD200R;
TGM2; DecoyR; IL-1R II

У мышей:
Ym1/2; Fizz1; Arg-1

In mice:
Ym1/2; Fizz1; Arg-1

CD86; MHC II

CD163; TLR-1/8; 
ECM (внеклеточный  

матрикс);
PPAR-delta; SRA-1

CD163; TLR-1/8; 
ECM (extracellular matrix);

PPAR-delta; SRA-1

VEGF-A
Ym1; CD163; 

NOS2; CD206; 
MGL-1

Секретируемые 
цитокины
Secreted cytokines

TNF; IL-1β; IFNα, IFNβ, IFNλ; NO; IP-10;
IL-6; IL-8; IL-12; IL-15; IL-17; IL-23 IL-10 IL-10

TGF-β; IL-1ra
IL-4; IL-10; IL-13; IL-33; IL-35;

MMP-9; MMP-14; IGF-1
IL-1; IL-6; IL-10;

TNFα IL-10; TGF-β; IGF-1; PGE-2 IL-10; IL-12; TNFα; 
TGF-β

TNFα; IL-12;
IL-6; IL-10

Секретируемые 
хемокины
Secreted chemokines

CXCL9, CXCL10; RANTES,
CCL2; CCL3; CCL4; CCL5; CCL8; CCL9; CCL10; 

CCL11; CCL15; CCL19; CCL20
CCL13; CCL17; CCL22; CCL23; 

CCL24; CCL26
CCL1; CCL20

CXCL1; CXCL2; CXCL3
CCL8; CCL17; CCL18; CCL22; 

CCL24
CCL5; CXCL10; 

CXCL16 CCL18

Транскрипционные 
факторы;
SOCS белки;  
экспрессия генов
Transcription factors; 
SOCS proteins, 
gene expression

У мышей: pSTAT1+; pSTAT6 –ve; Socs1; Nfkbiz; 
Ifr5

У человека: pSTAT1+++;
IRF5; IRF1; LAG-3, LAMP3; OPTN; PIN-1; ITGAL
In mice: pSTAT1+; pSTAT6 –ve; Socs1; Nfkbiz; Ifr5

In humans: pSTAT1+++;
IRF5; IRF1; LAG-3, LAMP3; OPTN; PIN-1; ITGAL

У мышей: pSTAT6+++ pSTAT1 –
ve; Socs2; Ifr4

У человека: pSTAT1+++;
IRF4; SOCS1; GATA3; FZD2, 

CLIC2, EMILIN2; CDR2L; CMTM8; 
ALOX15; F13A1; PTGS1; ALOX15; 

F13A1; PTGS1
In mice: pSTAT6+++ pSTAT1 –ve; 

Socs2; Ifr4
In humans: pSTAT1+++;

IRF4; SOCS1; GATA3; FZD2, CLIC2, 
EMILIN2; CDR2L; CMTM8; ALOX15; 

F13A1; PTGS1; ALOX15; F13A1; 
PTGS1

У мышей: pSTAT3+; Socs3; 
Sbno2; Nfil3

У человека: SOCS3; ID3; 
RGS1; pSMAD2+; MERTK
In mice: pSTAT3+; Socs3; 

Sbno2; Nfil3
In humans: SOCS3; ID3; RGS1; 

pSMAD2+; MERTK
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Некоторые транскрипционные факторы 
также вовлечены в процесс поляризации в М2. 
Так, Jmjd3 или Kdm6b гистоновая деметилаза 
Lys27 (H3K27) участвует в поляризации М2 при 
глистных инвазиях и при обработке хитином. 
Эффект зависит от деметилазной активности 
Jmjd3 и Irf4 – ключевого фактора транскрип-
ции. Избыточная экспрессия или активация 
Jmjd3 непосредственно используется организмом 
для борьбы с гельминтозами, а также имеет анти-
астматический эффект [83]. То есть опосредован-
ное Jmjd3 деметилирование H3K27 является не-
обходимым при регуляции поляризации М2 Мф 
и формировании ответа организма на глистные 
инвазии. 

Среди разных субтипов М2-клеток М2с счи-
тают основной популяцией, принимающей уча-
стие в инициации разрешения воспаления за счет 
повышенной экспрессии CD206 и CD163 [38]. 
В отличие от М2с, М2а характеризуются повы-
шенной экспрессией IL-13, цитокина, который 
вовлечен в развитие аллергического типа им-
мунного ответа и продукцию слизи [17]. Кро-
ме того, продуцируемые М2-клетками CCL17, 
CCL18, CCL22 и eotaxin-2 (CCL24) способству-
ют инфильтрации эозинофилов и Th2-клеток 
в легкие [31, 61]. Однако результаты недавних ис-
следований указывают на то, что эти медиаторы 
и М2-специфичные транскрипционные факторы 
участвуют в процессе ремоделирования тканей 
легкого и фиброзе. IL-13 может повышать экс-
прессию MUC5AC и TGF-β2, снижая при этом 
экспрессию β-тубулина в эпителиальных брон-
хиальных клетках человека [57]. Экспрессия ре-
комбинантного Fizz1 в легочных фибробластах 
крысы повышает экспрессию коллагена 1 типа 
и α-актина гладких мышц [25]. Таким образом, 
фиброз легких может контролироваться модуля-
цией М2-клеток на ранних стадиях ремоделиро-
вания дыхательных путей. 

Несмотря на вышесказанное, считается, что 
оба типа Мф (М1 и М2) вовлечены в патогенез 
БА [65]. Так, было показано, что количество М1 
значительно увеличено в легких мышей при не-
аллергическом воспалении после воздействия 
экстрактом сельскохозяйственной пыли, что 
также было ассоциировано с увеличением по-
пуляций Th1- и Th17-клеток, тогда как при ал-
лергической БА наблюдалось увеличение М2-
популяции [80]. Поляризованные М1 способны 
эффективно активировать Th1-клетки, секрети-
руя CXCL10, IFNγ, IL-8, IL-23p40/p19, TNFα, 
IL-1β, RANTES, но не IL-12 (p40/p35) в ответ 
на заражение различными патогенами, включая 
микобактерии [31]. У IFNγ дефицитных мышей, 

наблюдается незначительное количество М1, но 
повышенное содержание М2 со сниженным от-
ношением iNOS/arginase [6]. Динамические из-
менения М1/М2 при БА все еще недостаточно 
охарактеризованы ни у людей, ни на животных 
моделях заболевания. Подытоживая роль разных 
популяций Мф в патогенезе БА, можно сделать 
вывод о том, что, по-видимому, М1 Мф вовлече-
ны в обострение аллергического воспаления, тог-
да как М2 участвуют в восстановлении повреж-
денных тканей легких. Однако персистенция М2 
и чрезмерная продукция профибротических фак-
торов М2-клетками вносит вклад в развитие хро-
нического ремоделирования дыхательных путей, 
которое характерно для БА. 

ХОБЛ
Воздействие табачного дыма и частиц загряз-

ненного воздуха приводит к хроническому воспа-
лению легких у людей, подверженных развитию 
ХОБЛ. Избыточная продукция слизи и прогрес-
сирующее сужение респираторных бронхиол ха-
рактерны для хронического бронхита. Слизистая, 
подслизистая, а также железистая ткань инфиль-
трируются воспалительными клетками, и стенки 
респираторных бронхиол истончаются из-за оте-
ка и фиброза [38]. Хроническая гиперсекреция 
слизи, которая в дальнейшем способствует за-
купорке мелких бронхов, индуцируется гипер-
плазией бокаловидных клеток и гипертрофией 
подслизистых желез [43]. Это прогрессирующее 
сужение приводит к облитерации или даже пол-
ному исчезновению респираторных бронхиол. 
Мало известно о роли Мф на этой стадии заболе-
вания, но кластеры пигментированных Мф были 
обнаружены вокруг мелких воздушных путей, 
и их присутствие ассоциируют с перибронхиаль-
ным фиброзом [32]. Разрушение альвеол, которое 
характерно для эмфиземы, является результатом 
инфильтрации воспалительных клеток. Табач-
ный дым/частицы воздуха повреждают эпите-
лиальные клетки, которые в свою очередь про-
дуцируют цитокины и хемокины, привлекающие 
нейтрофилы и Мф в легкие. Полагают, что эти два 
вида эффекторных клеток вносят основной вклад 
в избыточное повреждение тканей, наблюдаемое 
при эмфиземе, из-за способности продуциро-
вать протеолитические MMP-подобные нейтро-
фильную и макрофагальную эластазы [23]. По-
вышенное количество Мф и нейтрофилов было 
обнаружено в паренхиме легких у пациентов 
с ХОБЛ [74]. Морфометрический анализ парен-
химы легких пациентов с эмфиземой продемон-
стрировал 25-кратное увеличение количества Мф 
в ткани и альвеолярном пространстве по сравне-
нию с легкими курильщиков с нормальной функ-
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цией легких [79]. Исследования на животных 
подтвердили доминантную роль Мф в развитии 
ХОБЛ. Так, в экспериментах на крысах, подвер-
гаемых воздействию табачного дыма, удаление 
нейтрофилов не предотвращало развития эмфи-
земы, тогда как удаление Мф предотвращало [75]. 

Исследования на животных и клинические 
данные в основном предполагали ведущую роль 
М1 Мф в развитии ХОБЛ. Однако результаты 
не которых других исследований ставят это ут-
верждение под сомнение. Например, в работе 
Shaykhiev и соавт. был проведен анализ транс-
криптома аМф у курильщиков и некурильщиков, 
а также курильщиков с ХОБЛ [85]. Было показа-
но, что у курильщиков наблюдается смешанный 
фенотип аМф со снижением активности М1-
ассоциированных генов и частичным повышени-
ем активности М2-генов. В другом исследовании 
Hodge и соавт. также продемонстрировали сме-
шанный фенотип аМф у курильщиков с ХОБЛ. 
При этом наблюдалось снижение экспрессии 
MHC II у М1 и эффероцитоза у М2, но повыше-
ние экспрессии провоспалительных цитокинов 
и DC-SIGN [37]. Аналогичные данные были по-
лучены в исследовании Bazzan и соавт., которые 
исследовали биоптат легких от курильщиков 
и некурильщиков, а также курильщиков, страда-
ющих ХОБЛ, методом иммуногистохимии. Было 
установлено, что в здоровых легких Мф в основ-
ном не поляризованы, тогда как курение и тя-
жесть течения ХОБЛ значительно увеличивают 
количество М1 и М2 Мф в легких. При этом М1- 
и М2-маркеры экспрессировались одновременно 
на одной клетке [19]. 

Таким образом, согласно современным пред-
ставлениям, ХОБЛ-ассоциированные Мф не впи -
сываются в классическую М1/М2-дихотомию, и, 
скорее всего, воспалительное окружение дыха-
тельных путей, характерное для ХОБЛ, стимули-
рует развитие М1 и М2 Мф одновременно [29, 37]. 
Баланс между этими состояниями поляризации 
может в свою очередь оказывать значительный 
эффект на прогрессирование болезни [47]. Су-
ществуют доказательства того, что перепрограм-
мирование аМф – это следствие хронического 
воздействия табачного дыма, которое ассоции-
ровано с индукцией уникального набора генов, 
включая MMP12 [101]. В уже упомянутой выше 
работе Shaykhiev и соавт. наблюдалось парадок-
сальное переключение транскриптома в профиль 
М2 у курильщиков с ХОБЛ и снижение профи-
ля М1-генов на фоне значительно увеличенной 
экспрессии провоспалительных медиаторов, 
характерных для ХОБЛ [85]. Следовательно, су-

ществует необходимость в более четком опреде-
лении вклада М1/М2 в развитие патологии, т.к. 
появляются новые доказательства того, что обе 
популяции одновременно существуют в легких 
пациентов с ХОБЛ [98]. 

Бактериальные инфекции
Повышенная микробицидная способность 

Мф, активированных микробиологическими 
продуктами, а также их важная роль в реакци-
ях врожденного и приобретенного иммуните-
та предполагают, что стратегия патогенов будет 
направлена на реполяризацию Мф в выгодный 
для их выживания фенотип. В результате не-
скольких исследований транскриптома было 
установлено, что клетки врожденного иммуни-
тета, и особенно Мф, принимают участие в об-
щем ответе на внедрение патогена, что включает 
в себя активацию общего профиля экспрессии 
генов [45]. Так, в исследовании, обозревающем 
транскриптом мононуклеарных фагоцитов в от-
вет на обработку бактериями и компонентами 
бактерий и фокусирующийся на генах, которые 
вовлечены в поляризацию Мф, была иденти-
фицирована общая программа ответа, которая 
в основном включает повышенную экспрессию 
М1-ассоциированных генов, включая цитокины 
TNF, IL-6, IL-12, IL-1β, рецепторы цитокинов 
IL-7R и IL-15ra, а также хемокины CCL2, CCL 5, 
CXCL8 и хемокиновый рецептор CCR7 [13]. Эту 
М1-программу активации обычно ассоциируют 
с защитой от бактериальных инфекций. Было 
показано, что М1-поляризация способству-
ет контролю над несколькими бактериальны-
ми инфекциями, включая Listeria monocytogenes, 
Salmonella typhimurium, Mycobacterium tuberculosis, 
Mycobacterium ulcerans, и хламидийными инфек-
циями [13, 49]. Вследствие этого несколько па-
тогенных бактерий, особенно с внутриклеточной 
локализацией, выработали механизм, препят-
ствующий поляризации Мф, для того чтобы по-
высить свою выживаемость. Например, было 
замечено, что при легочной инфекции мышей 
Staphylococcus aureus индуцирует сигнальный 
путь Akt1, сдвигая Мф из антимикробного М1 
фенотипа в функционально инертный [102]. 
M. tuberculosis секретируют факторы вирулентно-
сти LAM и ESAT-6, которые ингибируют актива-
цию М1 посредством ингибирования созревания 
фагосом и активации NF-κB соответственно [54]. 

Вирусные инфекции
До недавнего времени вопросам поляриза-

ции и активации Мф при вирусных инфекциях 
не уделяли должного внимания, несмотря на то 
что экспрессия таких цитокинов, как IFNγ, IL-4 
и IL-10, детектируется при моноцитотропных 
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вирусных инфекциях. Влияние вирусных инфек-
ций на поляризацию Мф было продемонстриро-
вано для ВИЧ и РСВ (респираторно-синцити-
альный вирус) и ассоциировано с инфекциями, 
вызванными герпесвирусами человека, вирусами 
гриппа, ТОРС-ассоциированным коронавиру-
сом и другими [82]. 

Так, например, предполагается, что поляриза-
ция Мф связана с развитием РСВ-инфекции [87, 
96]. При РСВ-индуцированных бронхиолитах 
наблюдается Th1/Th2 «цитокиновый шторм» и, 
как следствие, неселективная деплеция легочных 
Мф, блокировка индукции провоспалительных 
цитокинов через 1 день после инфицирования 
и повышение вирусной нагрузки в легких на 4 
день. Это предполагает важную роль Мф (предпо-
ложительно М1) в контроле за репликацией виру-
са [97]. У мышей без рецептора к IL-4, т.е. с забло-
кированной М2а-поляризацией, РСВ инфекция 
усугубляет воспаление и повреждение легких, что 
указывает на то, что М2-дифференцировка необ-
ходима для контроля над РСВ-индуцированной 
иммунопатологией на поздних стадиях заболева-
ния [87, 88]. 

Также известно, что среди трех распростра-
ненных клайдов вирусов гриппа птиц H5N1, цир-
кулирующих в Китае (2.3.2, 2.3.4 и 7), клайд 2.3.4 
эффективно реплицируется и вызывает цитопа-
тогенное действие на культуру Мф, дифференци-
рованных из моноцитов крови человека (МДМ), 
а также стимулирует высокий уровень экспрес-
сии М1-факторов IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα, IFNγ 
и MCP-1 [91] в условиях in vitro. 

Однако некоторые вирусы стимулируют по-
ляризацию в М2-фенотип. Во время инфекции, 
вызванной ТОРС-ассоциированным коронави-
русом, повреждение легких прогрессирует и при-
водит к развитию синдрома острой дыхательной 
недостаточности и легочному фиброзу [97]. Не-
давние исследования свидетельствуют о том, что 
зараженные вирусом ТОРС мыши, нокаутиро-
ванные по STAT1, характеризовались более зна-
чительным снижением веса и более выраженной 
патологией в легких, ассоциированной с повы-
шенной продукцией М2-индикаторов, таких как 
YM1, FIZZ1, IL-4 и IL-13 [76]. Отсутствие выра-
женного поражения легких у мышей с двойным 
нокаутом STAT1/STAT6 -/- также поддерживает 
концепцию о том, что М2 вносят вклад в патоге-
нез ТОРС [51].

Следовательно, вклад поляризации Мф в па-
тогенез вирусной инфекции или изменение 
противовирусного ответа хозяина изменяется 
по мере прогрессирования заболевания. Иссле-
дователи Herbein и Varin предложили модель, 
основанную на ретровирусных инфекциях, в ко-

торой фенотипы Мф динамически изменяют-
ся во время болезни с М1-фенотипа, домини-
рующего на ранних стадиях до М2а-профиля, 
формирующегося во время хронической фазы 
заболевания, что в конечном итоге приводит 
к деактивации Мф, в зависимости от того или ви-
русная инфекция контролируется организмом, 
или развивается толерантность [35]. 

Прогрессивная модель поляризации Мф, 
описанная выше, должна предотвращать боль-
шинство вирусных атак. Однако, скорее всего, 
их большая часть элиминируется еще до того, 
как вызывает заметный сдвиг в поляризации 
Мф. В связи с этим наиболее патогенные виру-
сы включают механизмы, которые направлены 
на элиминацию Мф, нарушение их функций 
и правильной последовательности поляризации. 
Типичная стратегия для большинства высоко-
патогенных вирусов заключается в активации 
М1-ассоциированного воспаления, которое 
не только провоцирует распространение вируса 
посредством повышенного притока лимфоци-
тов, но также вызывает массовую гибель зара-
женных Мф. Эта стратегия была продемонстри-
рована для ТОРС [104] и пандемичных вирусов 
гриппа [93]. Было показано, что эти инфекции 
вызывают гибель около 50% Мф, посредством 
апоптоза и некроза. Это в основном М1-клетки 
с высокой противовирусной/воспалительной ак-
тивностью, но короткой продолжительностью 
жизни [103]. Вирус-индуцированная массовая 
гибель клеток приводит к серьезным патологиче-
ским последствиям, ассоциированным с поляри-
зацией Мф, даже если зараженный хозяин выжил 
после перенесенной инфекции: 1) снижение эф-
фективности первой линии противовирусной ак-
тивности М1 Мф, что в свою очередь способству-
ет репликации вируса, 2) ослабление вторичного 
противовирусного процесса сигнализирования, 
вследствие чего нарушается мобилизация моно-
цитов в место деплеции Мф [104, 105], 3) по-
вреждение тканей, индуцирующее М2-состояние 
Мф для восстановления до полной элиминации 
вируса [88] и 4) заражение вирусом чувствитель-
ных М2 Мф, которое приводит к формирова-
нию персистирующей инфекции [102]. Коротко: 
эти высокопатогенные вирусы нарушают каскад 
поляризации Мф, который запрограммиро-
ван на противостояние вирусным инфекциям 
и включает инициацию острого воспаления («ци-
токинового шторма») и смерть клеток. Продук-
ция провоспалительных цитокинов, характерных 
для «цитокинового шторма», может привести 
к чрезмерной активации Мф вместо типичного 
М1-противовирусного состояния [94]. 
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Заключение
Важное значение макрофагов в поддержании 

гомеостаза практически всех тканей в организ-
ме и их позиция в первой линии защиты в отно-
шении многих патогенов предполагают их клю-
чевую роль как в развитии, так и в разрешении 
заболевания. Поляризация Мф представляет 
собой чрезвычайно тонкий и отлаженный про-
цесс, в результате которого могут дифференци-
роваться крайне разнообразные варианты фено-
типов, каждый из которых обладает потенциалом 
влиять на развитие болезни разными способами. 
Несмотря на то что разные фенотипы Мф и сам 
процесс поляризации представляют собой новую 
и привлекательную терапевтическую мишень 

для лечения воспалительных и инфекционных 
заболеваний, лучшее понимание того, как имен-
но контролируется поляризация и каким образом 
поляризованные Мф воздействуют на развитие 
специфических заболеваний, крайне необходи-
мо для того, чтобы в полную силу использовать 
потенциал этих стратегий. 

Таким образом, в данном литературном об-
зоре мы сфокусировались на биологии, проис-
хождении и характеристике разных фенотипов 
Мф, а также представили современные данные 
о роли разных фенотипов Мф в развитии хрони-
ческих заболеваний легких – бронхиальной аст-
мы и хронической обструктивной болезни легких 
и острых заболеваний бактериальной и вирусной 
природы. 
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МЕХАНИЗМЫ ИНДУКЦИИ КЛЕТОЧНОЙ 
ЦИТОТОКСИЧНОСТИ ПРИ ВОСПАЛИТЕЛЬНОМ ПРОЦЕССЕ 
В СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКЕ ЖЕЛУДКА
Матвеева Л.В.
ФГБОУ ВО «Национальный исследовательский Мордовский государственный университет им. Н.П. Огарёва», 
г. Саранск, Республика Мордовия, Россия

Резюме. Развитию и хронизации воспалительного процесса в слизистой оболочке желудка мо-
жет способствовать персистенция в организме ряда микроорганизмов – Helicobacter (H.) pylori, 
Staphylococcus (S.) aureus, Candida species (spp.), Herpesvirus и других. Многими авторами признана 
важная роль Т-хелперов (Th) 1 типа и регуляторных Т-клеток в гастритическом процессе, значение 
цитотоксических Т-лимфоцитов (ЦТЛ) до сих пор уточняется. В данном обзоре представлен анализ 
имеющихся научных сведений об индукционных механизмах клеточной цитотоксичности при воспа-
лительном процессе в слизистой желудка. Бактерии в зависимости от плотности популяции способ-
ны регулировать экспрессию генов, кодирующих синтез белковых факторов вирулентности, ускоряя 
адаптацию к меняющимся условиям среды. При рецепторном распознавании характерных для ми-
кроорганизмов структур – патоген-ассоциированных молекулярных паттернов (PAMPs) и сигналов 
опасности, поврежденных при стрессе или под влиянием инфекта клеточных структур (DAMPs), 
активируются транскрипционные факторы, что приводит к продукции ранних провоспалительных 
интерлейкинов (IL), интерферонов (IFN) I типа и индукции иммунных реакций. Показано, что анти-
гены H. pylori и Candida spp. способствуют инфильтрации слизистой желудка активированными CD8+ 
ЦТЛ, а герпесвирусы индуцируют значимое увеличение количества перфорин-позитивных (Pr+) 
CD8+ и CD16+ клеток, изменение фенотипа CD4+ лимфоцитов с приобретением прямой цитолити-
ческой активности.
Ключевые слова: Т-лимфоцит, клеточная цитотоксичность, интерлейкин, интерферон, Helicobacter pylori, герпесвирус, 
Candida

MECHANISMS OF CELLULAR CYTOTOXICITY INDUCTION IN 
GASTRIC MUCOSAL INFLAMMATION
Matveeva L.V.
National Research State University of Mordovia, Saransk, Russian Federation

Abstract. Development and chronicity of inflammatory process in gastric mucosa may contribute to 
persistence of a number of microorganisms – Helicobacter (H.) pylori, Staphylococcus (S.) aureus, Candida 
species (spp.), Herpesvirus and others in the host organism. Many authors have recognized an important role 
of T helper (Th) type 1 and regulatory T cells in evolvement of gastritis, whereas importance of cytotoxic T 
lymphocytes (CTLs) is still to be confirmed. This review presents analysis of available scientific data about 
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induction mechanisms of cellular cytotoxicity in inflammatory process affecting gastric mucosa. Bacterial 
populations, depending on their density, are able to regulate expression of genes encoding synthesis of protein 
virulence factors, thus accelerating adaptation for changing environmental conditions. Upon receptor-mediated 
recognition of characteristic microbial structures, i.e., pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and 
danger signals altered by stress, or cellular structures damaged by infectious pathogens (DAMPs), transcription 
factors are activated, thus leading to production of early pro-inflammatory interleukins (IL), interferons (IFN) 
type I and induction of immune responses. It is shown that the antigens of H. pylori and Candida spp. promote 
infiltration of mucosa gastric by activated CD8+CTLs, and Herpesvirus induce a significant increase in the 
number of perforin-positive (Pr+) CD8+ and CD16+ cells, phenotypic changes in CD4+lymphocytes, with 
acquisition of direct cytolytic activity.

Keywords: T lymphocytes, cell cytotoxicity, interleukin, interferon, Helicobacter pylori, Herpesvirus, Candida

Введение
Развитию воспалительного процесса в сли-

зистой оболочке желудка (СОЖ) может способ-
ствовать персистенция в организме человека не-
которых микроорганизмов, нарушающих баланс 
нормомикробиоценоза, иммуноцитокиновую 
регуляцию и трофику тканей.

Согласно научным источникам [29, 34, 52, 68], 
в неизмененной СОЖ наиболее распространены 
стрептококки, микрококки, вейлонеллы, акти-
номицеты, фузобактерии, нейссерии и др.

По данным ряда авторов [3, 28, 29], при обо-
стрении хронического гастрита в биоптате 
СОЖ преобладают стрептококки, стафилокок-
ки, H. pylori, Escherichia coli (E. coli), грибы рода 
Candida. Выявлено [29], что наличие H. pylori 
в СОЖ в условиях дисбиоза способствует появ-
лению и/или увеличению количества условно 
патогенных S. aureus, стрептококков, грибов рода 
Candida и снижению уровня лактобацилл. Име-
ются исследования [62], которые выявили в ми-
кромицетах гены, специфические для H. pylori, 
и позволили рассматривать дрожжеподобные 
грибы в качестве их переносчиков [25].

Полученные собственные результаты со-
гласуются с имеющимися научными данными. 
При нарастании стадии атрофии СОЖ проис-
ходит снижение частоты высеваемости акти-
номицетов, кишечной палочки с нормальной 
сахаролитической активностью, H. pylori, нейс-
серий, S. epidermidis – с сохранением повышен-
ной встречаемости, увеличение высеваемости 
Candida spp., S. aureus, стрептококков. То есть раз-
витие и усиление дисбиотических изменений со-
провождается увеличением распространенности 
и выраженности атрофического процесса в СОЖ 
на фоне активного воспаления [14, 18], что может 
способствовать мета- и дисплазии желудочного 
эпителия [9].

Рядом исследований [7, 19] установлено, что 
микст-инфекция H. pylori и представителей се-
мейства Herpesviridae приводит к прогрессирую-
щей деструкции СОЖ, создавая благоприятные 
условия для длительной персистенции других па-
тогенных микроорганизмов.

Герпесвирусы могут оказывать цитопатическое 
действие на эпителиоциты ротоглотки, протоков 

слюнных желез, желудочно-кишечного тракта, 
эндотелиоциты сосудов, CD3+, CD16+ лимфоци-
ты, нейтрофилы, макрофаги, В-лимфоциты [2, 
10]. Известны случаи острого гастрита, ассоци-
ированного с инфекцией вирусом Эпштейна–
Барр (ВЭБ) [4, 23]. По данным Г.В. Волынец [4], 
у пациентов, имеющих ДНК ВЭБ в СОЖ, в 88,6% 
случаев диагностируется аутоиммунный гастрит. 
В исследовании A. Schetter и соавт. [61] выявлена 
ассоциация уровня антител к ядерному и капсид-
ному антигенам ВЭБ с течением хронического 
атрофического гастрита, кишечной метаплазией 
и дисплазией. Т.В. Авдеенко и соавт. [1] при за-
болеваниях желудка отмечали наличие антител 
к антигенам ВЭБ во всех случаях полной кишеч-
ной метаплазии и дисплазии 2-3 степени.

Таким образом, изменения нормобиоценоза 
желудка сопровождаются прямым и опосредо-
ванным повреждением клеток организма, разви-
тием и хронизацией воспалительного процесса.

Многими авторами [15, 17, 22, 41, 49, 50, 60] 
признана важная роль Th1-типа и регуляторных 
Т-клеток в гастритическом процессе, значение 
ЦТЛ до сих пор уточняется.

Целью данного обзора стал анализ имеющихся 
научных сведений об индукционных механизмах 
клеточной цитотоксичности при воспалитель-
ном процессе в СОЖ с определением их патоге-
нетической роли.

Распознавание молекулярных паттернов микро-
биоты желудка

Интересными представляются научные дан-
ные [27] о химической коммуникации у бакте-
рий – Quorum Sensing (QS) – регуляции экспрес-
сии генов бактерий, зависящей от плотности их 
популяции. Системы QS включают низкомолеку-
лярные сигнальные молекулы, легко диффунди-
рующие через клеточную стенку – аутоиндукто-
ры (AI), и связывающиеся с ними регуляторные 
белки. При увеличении популяции бактерий AI 
накапливаются до порогового значения и вза-
имодействуют с регуляторными белками, что 
приводит к резкой индукции экспрессии опреде-
ленных генов и способствует быстрой адаптации 
популяции к меняющимся условиям среды.

У грамотрицательных бактерий, в том чис-
ле Enterobacter spp., Citrobacter spp., имеются QS 
системы, функционирующие с участием AI 
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N-ацил-гомосеринлактонов (AHL или AI-1). 
AHL взаимодействуют с регуляторными белка-
ми, содержащими 2 домена, способными связы-
ваться с AI и ДНК, функционируя как активатор 
транскрипции [27].

У грамположительных бактерий (S. aureus) 
при контроле вирулентности используются се-
кретируемые пептиды (AIP): линейные пептиды 
и пептиды с тиолактонным кольцом, распозна-
ваемые специфическими рецепторами – сен-
сорными гистидин-киназами. Сенсорная кина-
за фосфорилируется, после чего фосфорильная 
группа переносится на белок-регулятор ответа, 
который связывается с ДНК и активирует транс-
крипцию гена-мишени. Так, стафилококки при 
низкой плотности популяции продуцируют 
белковые факторы, способствующие их адге-
зии и колонизации, при высокой плотности по-
пуляции – репрессируют синтез этих факторов, 
секретируют протеазы и токсины, что регулиру-
ется Agr QS системой (AIP и agrBDCA-оперон). 
У S. aureus функционирует и другая QS систе-
ма – рибосомальный белок L2 (RAP) и цитоплаз-
матический транскрипционный фактор (TRAP). 
Белок RAP стимулирует активацию РНК (RNA) 
TRAP в фосфорилированном состоянии. Виру-
лентность стафилококка может угнетаться RNA 
III inhibiting peptide (RIP) путем ингибирования 
фосфорилирования TRAP, как следствие синте-
за РНК III, что приводит к подавлению синтеза 
токсинов [27].

По данным Е.И. Ивановой и соавт. [8], наи-
больший адгезивный потенциал по отношению 
к слизистым оболочкам проявляют грамотри-
цательные бактерии Klebsiella spp., Enterobacter 
spp. и E. coli, что, вероятно, связано с наличием 
фимбриальных структур. При сравнении адге-
зивной активности разных видов стафилококков 
установлено, что S. aureus характеризуется более 
высокой скоростью адгезивного процесса. В еди-
ничных случаях наблюдалось резкое уменьшение 
адгезивной скорости S. aureus на фоне ассоциа-
ции с грибами рода Caпdida, что могло быть об-
условлено конкуренцией за адгезируемый суб-
страт.

Известно [5, 30, 55], что при проникновении 
микроорганизма и рецепторном распознавании 
характерных для него структур – патоген-ассо-
циированных молекулярных паттернов (PAMPs), 
и сигналов опасности поврежденных при стрессе 
или под влиянием инфекта клеточных структур 
(DAMPs) происходит передача внутриклеточ-
ных сигналов от рецепторов к транскрипцион-
ным факторам с активацией конкретных генов. 
Toll-подобные рецепторы (Toll-like receptor, TLR) 
специфичны к молекулярным паттернам опреде-
ленных микроорганизмов: TLR1, TLR2, TLR6 – 
к PAMPs грамположительных бактерий, грибов, 
TLR4, TLR5 – к PAMPs грамотрицательных бак-
терий, TLR3, TLR7, TLR8 – к дву- и односпи-

ральной РНК вирусов, TLR9 – к участкам ДНК 
с неметилированными последовательностями 
цитидин-фосфат гуанозина (CpG), характерны-
ми для бактерий и вирусов. С-лектиновые рецеп-
торы миелоидных клеток (маннозный, DC-SIGN, 
дектин-1, дектин-2) специфичны к маннозе, 
фукозе, глюкозе, N-ацетилглюкозамину бакте-
рий, β-глюкану грибов и обеспечивают их по-
глощение [30, 44, 55]. Рецепторы-мусорщики 
(Scavenger receptor (SR)-1, SR-2) распознают 
липопротеины, липотейхоевые кислоты ста-
филококков, липополисахарид (ЛПС) нейс-
серий, NOD (nucleotide binding oligomerization 
domain)-like receptor (NLRC1, NLRC2) – пепти-
догликаны, NLRP3 – АТФ, ЛПС, поступившие 
в цитозоль после фагоцитоза и расщепления 
микроорганизмов. В цитозоле могут присут-
ствовать рецепторы – RIG (retinoic acid inducible 
gene I)-like receptors (RLR) – RIG-I и melanoma-
differentiation-associated proteins 5 (MDA5), рас-
познающие вирусные и бактериальные РНК [30, 
45, 55]. Мембранные и внутриклеточные рецеп-
торы, участвующие в распознавании молекуляр-
ных паттернов микроорганизмов желудка, отра-
жены в таблицах 1 и 2.

DAMPs – белки теплового шока (heat shock 
proteins (HSP) 22, 60, 70, 72, гликопротеин 96), 
амфотерин (high-mobility group proteins B1, 
HMGB1), протеогликан, РНК, рибонуклеопро-
теин, ДНК – могут повышать биологическую ак-
тивность PAMPs, в частности ЛПС, способству-
ют рецепторному распознаванию нуклеиновых 
кислот вирусов, бактерий [30, 44, 59].

Итогом распознавания PAMPs и DAMPs ре-
цепторным аппаратом клеток, активации транс-
крипционных факторов является продукция ран-
них провоспалительных IL, TNFα, IFN I типа, 
молекул адгезии, металлопротеиназ, циклоок-
сигеназы-2, индуцибельной NO-синтазы [30, 44, 
45, 55, 59] и, как следствие, индукция хемотакси-
са нейтрофилов, а затем и моноцитов, лимфоци-
тов в очаг гастритического процесса.

Установлено, что S. aureus способен специ-
фически связываться с ингибирующим рецепто-
ром PIR-B (paired immunoglobulin-like receptor B) 
и подавлять воспалительный ответ, опосредо-
ванный TLR. Наоборот, у PIR-B-дефицитных 
макрофагов при адгезии стафилококков разви-
вается сильная провоспалительная реакция [5]. 
У S. aureus имеется ряд механизмов ускользания 
от иммунного распознавания: нейтрализация 
компонентов системы комплемента (C1q, C3b 
и др.); блокада хемотаксиса нейтрофилов путем 
связывания ингибирующим белком рецепторов 
к С5а и формилпептиду; конвертация плазмино-
гена в плазмин под действием стафилокиназы, 
приводящая к разрушению IgG и C3b на поверх-
ности бактерий и блокаде опсонизации фагоци-
тов. В свою очередь, протеин А S. aureus, связы-
ваясь с рецептором к туморнекротизирующему 
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ТАБЛИЦА 1. МЕМБРАННЫЕ РЕЦЕПТОРЫ, РАСПОЗНАЮЩИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ПАТТЕРНЫ МИКРООРГАНИЗМОВ 
ЖЕЛУДКА [30, 44, 55]
TABLE 1. MEMBRANE RECEPTORS, RECOGNITIZING MOLECULAR PATTERNS OF GASTRIC MICROORGANISMS [30, 44, 55]

Рецептор
Receptor PAMPs Сигнальный путь

Signalling Pathway

TLR1 + TLR2
Триацил-липопротеины, пептидогликан, тейхоевые 

и липотейхоевые кислоты, порин, зимозан
Triacylated lipoproteins, peptidoglycan (PGN), teichoic and 

lipoteichoic acid, porin, zimosan
TIRAP-MyD88-TRAF6-IKKα/β-NF-κB*

TLR2 + TLR6
Диацил-липопротеины, пептидогликан, тейхоевые 

и липотейхоевые кислоты, порин, зимозан
Diacylated lipoproteins, PGN, teichoic and lipoteichoic 

acid, porin, zimosan
TIRAP-MyD88-TRAF6-IKKα/β-NF-κB

TLR3 Двуспиральная РНК
Double stranded (ds) RNA

TRIF-TRAF3-TBK1/IKKε -IRF3
TRIF-RIP1-IKKα/β-NF-κB**

TLR4
Липополисахарид (ЛПС), липотейхоевые кислоты, 

пили
Lipopolysaccharide (LPS), lipoteichoic acid, pili

TIRAP/MyD88/TRIF/TRAM-TRAF3/6-
TBK1/IKKα/β-IRF3/NF-κB***

TLR5 Флагеллин
Flagellin MyD88-TRAF6-IKKα/β-NF-κB

TLR7, TLR8 Односпиральная РНК вируса
Single stranded RNA viruses

MyD88-IRAK-TRAF6-IKKα-IRF7****
MyD88-IRAK-TRAF6-IKKα/β-NF-κB

TLR9 ДНК с неметилированными CpG-тандемами
Unmethylated CpG-rich DNA

MyD88-IRAK-TRAF6-IKKα-IRF7
MyD88-IRAK-TRAF6-IKKα/β-NF-κB

Маннозный
Mannoses

Манноза, глюкоза, N-ацетилглюкозамин
Mannosa, glukosa, N-acetylglucosamine

FcRγ-Syk-PLCγ-CARD9-IKKα/β-NF-κB
FcRγ-Syk-PLCγ-Calcineurin-NFAT*****

DC-SIGN Манноза, фукоза
Mannose, fucose LSP1-Ras/Raf-1-NF-κB******

Дектин-1
Dectin-1

β-глюкан
β-Glucan

Syk-PLCγ-CARD9-IKKα/β-NF-κB
Syk-PLCγ-Calcineurin-NFAT

Дектин-2
Dectin-2

Манноза, α-маннан
Mannose, α-mannan

FcRγ-Syk-PLCγ-CARD9-IKKα/β-NF-κB
FcRγ-Syk-PLCγ-Calcineurin-NFAT

SR-1, SR-2 Липопептиды, ЛПС, липотейхоевые кислоты
Lipopeptides, LPS, lipoteichoic acid MyD88-TRAF6-IKKα/β-NF-κB

Примечание. * TIRAP – TIR-доменсодержащий адаптерный протеин, MyD88 – белок-88 миелоидной 
дифференцировки первичного генного ответа, TRAF – TNF рецептор-ассоциированный фактор, IKK – IκB 
киназа, ** TRIF – TIR-доменсодержащий адаптерный белок, индуцирующий интерферон-β, TBK1 – TANK 
(член TRAF семейства, ассоциированный с NF-κB активатором)-связывающая киназа 1, IRF – интерферон-
регулирующий фактор, RIP – взаимодействующий с рецептором белок, *** TRAM – TRIF-связанная 
адаптерная молекула

Note. * TIRAP – TIR domain-containing adapter protein, MyD88 – myeloid differentiation primary response protein 88, TRAF – TNF 
receptor-associated factor, IKK – IκB kinase protein kinases;  
** TRIF – TIR domain containing adaptor protein inducing IFNβ, TBK1 – TANK (TRAF Family Member Associated NF-κB Activator) – 
binding kinase 1, IRF – IFN regulatory factors, RIP – receptor-interacting serine/threonine-protein kinase;  
*** TRAM – TRIF related adaptor molecule, **** IRAK – interleukin-1 receptor-associated kinase;  
***** Syk – spleen tyrosine kinase, PLCγ – phospholipase Cγ, CARD – Caspase activation and recruitment domains, NFAT – Nuclear 
factor of activated T-cells;  
****** LSP1 – Lymphocyte-specific protein 1, Raf – Rapidly Accelerated Fibrosarcoma.

фактору-α (TNFα) – TNFR1, расположенным 
на эпителии слизистой оболочки, индуцирует 
хемокиновый и цитокиновый каскады, что спо-
собствует развитию и усилению воспалительного 
процесса [5].

Индукция клеточной цитотоксичности бактери-
ями желудка

Хронический гастрит часто ассоциирован 
с инфекцией H. pylori и характеризуется инфиль-

трацией тканей нейтрофилами, плазматически-
ми клетками, лимфоцитами, что обусловлено се-
крецией биологически активных веществ: IL-1β, 
IL-6, IL-8, IL-12, TNFα, IFNα, IFNγ, моноцитар-
ного хемотаксического протеина (MCP) [12, 24]. 
В частности, MCP-1 является хемоаттрактантом 
не только для моноцитов, но и для активирован-
ных Т-лимфоцитов, дендритных клеток, есте-
ственных киллеров, мастоцитов [26].
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В исследованиях F. Backhed и соавт. [33] вы-
явлено, что эпителиоциты антрального отдела 
желудка экспрессируют TLR2, TLR3, TLR 5, но 
не TLR 4, что лимитирует распознавание ЛПС 
клеточной стенки грамотрицательных бактерий, 
в частности H. pylori, и может являться механиз-
мом ограничения воспалительного процесса. В то 
же время TLR4 определялись в тканевых культу-
рах желудка, но не отвечали на стимуляцию ЛПС. 
Отмечается [33], что H. pylori-инфицированные 
клетки желудка секретируют IL-1β, IL-6, IL-8, 
TNFα, инициируя активацию клеток врожденно-
го и адаптивного иммунитета, при этом продук-
ция IL-1β в 4 раза превышает уровень IL-8, резко 
снижающийся в течение суток после инфици-
рования. Уменьшение индуцированной H. pylori 
повышенной секреции IL-8 может быть обуслов-
лено как терминальной дифференцировкой эпи-
телиоцитов, так и модуляцией иммунного ответа 
путем продукции противовоспалительных фак-
торов, способствуя хронизации воспалительного 
процесса.

Имеются данные [43], что цитотоксин-ассо-
циированный протеин (CagA) H. pylori может ак-
тивировать ядерный транскрипционный фактор 
κВ (NF-κВ), приводя к секреции провоспали-
тельных цитокинов и хемокинов. В исследовани-
ях, проведенных M. Kido, N. Watanabe на мышах, 
было показано [46], что CagA+ штаммы H. pylori 
вызывают преимущественное повышение CD4+ 
лимфоцитов в очаге воспаления. Более того, счи-
тается [57], что инфицирование Н. pylori запуска-
ет Th1-путь клеточного иммунного ответа. Также 

известно [47], что, благодаря системе секреции 
IV типа, H. pylori может вводить непосредствен-
но в цитозоль вакуолизирующий токсин (VacA) 
и CagA, которые при протеосомальной деграда-
ции запускают цитотоксические реакции. Позд-
нее B. Kronsteiner и соавт. [49] обнаружили при 
инфицировании свиней H. pylori индукцию Th1-
ответа с последующей активацией ЦТЛ в виде 
выраженной экспансии CD8+Тbet+ клеток, кор-
релирующей с повышенной секрецией IFNγ, 
накоплением гранзимов A, B, перфорина, экс-
прессией CD16. Кроме того, по данным J. Azem 
и соавт. [32], у инфицированных H. pylori лиц от-
носительно неинфицированных в ответ на субъе-
диницу В уреазы, хеликобактерный липопротеин 
(НраА), презентируемые В-лимфоцитами и ден-
дритными клетками, отмечалась значимо боль-
шая пролиферация CD8+ клеток памяти. В свою 
очередь, связывание НраА с TLR2 NK-клеток 
способствует индукции секреции IFNγ [53].

По данным T. Fukui и соавт. [41], у инфи-
цированных хеликобактериями мышей, де-
фицитных по антигенам главного комплекса 
гистосовместимости (МНС) класса II, с CD4+Т-
лимфоцитопенией развиваются тяжелые гастри-
ты с выраженной инфильтрацией CD8+ клетка-
ми при отсутствии FoxP3+ клеток, увеличением 
экспрессии генов IL-1β и Fas-лиганда, низким 
сывороточным уровнем антихеликобактерных 
антител.

N. Ohtani и соавт. [58] выявлено, что лимфоци-
ты в воспаленной СОЖ экспрессируют обильно 
CCR5, реже CXCR3 и редко CCR4, численность 

ТАБЛИЦА 2. ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ, РАСПОЗНАЮЩИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ПАТТЕРНЫ 
МИКРООРГАНИЗМОВ ЖЕЛУДКА [30, 44, 55]
TABLE 2. INTRACELLULAR RECEPTORS, RECOGNIZING MOLECULAR PATTERNS OF GASTRIC MICROORGANISMS [30, 44, 55]

Рецептор
Receptor PAMPs Сигнальный путь

Signalling Pathway

NLRC1 Мезодиаминопимелиновая кислота мурамилдипептида
Muramildipeptide (mesodiaminopimelinic acid) RIP2-IKKα/β-NF-κB

NLRC2 Мурамилдипептид
Muramildipeptide

RIP2-IKKα/β-NF-κB
CARD9-MAPK/ERK-AP1*

NLRP3 аденозинтрифосфат, ЛПС
Adenosine triphosphate, LPS ASC-Caspase-1-IL-1β, IL-18**

RIG-1 Двуспиральная РНК, односпиральная РНК
dsRNA, ssRNA

TRIF-TRAF3-TBK1-IRF3
IPS1-TBK1/IKKi-IRF3/7***

MDA5 Двуспиральная РНК, односпиральная РНК
dsRNA, ssRNA

TRIF-TRAF3-TBK1-IRF3
IPS1-TBK1/IKKi-IRF3/7

DAI Двуспиральная ДНК
dsDNA

STING-TBK1-IRF3****
STING-TRAF6-TBK1/IKKα/β-NF-κB

Примечание. * MAPK – митоген-активируемые протеинкиназы, ERK – внеклеточная сигнал-регулирующая 
киназа, AP-1 – активирующий протеин-1, ** ASC – апоптоз-ассоциированный Speck-подобный белок, 
содержащий CARD, *** IPS-1 – IFNβ промотера стимулятор 1, **** DAI – ДНК-зависимый активатор 
интерферон-регуляторных факторов, STING – стимулятор генов интерферона.

Note.* MAPK – mitogen-activated protein kinases, ERK – extracellular signal-regulated kinase, AP-1 – activating protein-1;  
** ASC – apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD;  
*** IPS-1 – IFNβ promoter stimulator 1;  
**** DAI – DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors, STING – Stimulator of Interferon Genes.
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CCR5+ клеток, к которым относятся в основном 
CD8+ и частично CD4+Т-клетки, положительно 
коррелирует со степенью нейтрофильной ин-
фильтрации и уменьшается в участках СОЖ с ки-
шечной метаплазией или атрофией. RANTES/
CCL5 (лиганд CCR5) был в основном локализо-
ван в CD8+ и частично в CD4+Т-клетках, которые 
распределялись наиболее плотно вокруг шейки 
желудочных желез, гибридизация in situ подтвер-
дила экспрессию мРНК CCL5 в этих клетках. 
При иммуноэлектронной микроскопии опреде-
лена локализация CCL5 в ЦТЛ – в мембранос-
вязанных гранулах с перфорином. Полученные 
N. Ohtani и соавт. [58] данные свидетельствуют 
о том, что наряду с нейтрофилами важную роль 
в активном воспалительном процессе в СОЖ 
играют CCL5+Т-клетки, в основном активиро-
ванные ЦТЛ, накоплению их в ткани способству-
ет механизм самостоятельного рекрутинга с уча-
стием CCR5 и CCL5.

Индукция клеточной цитотоксичности грибами 
рода Candida

Белковые антигены грибов рода Candida от-
носят к полноценным Т-зависимым, активным 
стимуляторам клеточного иммунитета [15].

Имеется несколько путей разрушения грибов 
рода Candida: 1) прямое распознавание белков те-
плового шока и других антигенов и уничтожение 
грибов CD8+ ЦТЛ [22, 35]; 2) цитолиз инфициро-
ванных грибами клеток CD8+ ЦТЛ, распознаю-
щими на поверхности клеток-мишеней антигены 
грибов в комплексе с антигенами МНС I типа; 
3) активация макрофагов Th1-типа при участии 
IL- 2, IFNγ, что усиливает гибель грибов в фаго-
лизосомах макрофагов [22, 60].

IL-12 при кандидозе направляет дифференци-
ровку наивных CD4+ лимфоцитов в сторону Th1-
типа, стимулирует функциональное созревание 
CD8+ ЦТЛ и выработку IFNγ [15].

По данным Т.Г. Маланичевой и соавт. [16], 
у больных с хроническими заболеваниями га-
стродуоденальной зоны, ассоциированными 
с грибами рода Candida, наблюдается прямая 
корреляция между сывороточной концентра-
цией циркулирующего кандидозного антигена 
и экспрессией CD11b+ на нейтрофилах, количе-
ством CD25+, HLADR+ лимфоцитов, обратная 
взаимосвязь с численностью CD4+ клеток. Повы-
шенная экспрессия молекул адгезии на нейтро-
филах способствует миграции и взаимодействию 
иммунокомпетентных клеток в месте инвазии 
грибов, что подтверждается увеличением экс-
прессии ранних и поздних маркеров активации 
на Т-лимфоцитах [16].

Индукция клеточной цитотоксичности герпес-
вирусами

Ранее [6] у больных с герпесвирусными инфек-
циями (ГИ) было выявлено высокое содержание 
CD3+ лимфоцитов и значимое повышение от-
носительного числа CD3+/CD25+, CD4+, CD16+/

CD56+ клеток, уменьшение CD3+/CD95+ клеток 
по сравнению со здоровыми лицами, количество 
CD8+ ЦТЛ не отличалось от показателей здоро-
вых лиц. Полученные авторами данные могли 
быть обусловлены высоким уровнем репликации 
вируса. При сочетанном инфицировании виру-
сом простого герпеса (ВПГ)-1/2 с цитомегалови-
русом (ЦМВ) определялось значимое повышение 
числа CD3+/CD25+ и CD4+ клеток, большее, чем 
при сочетании ВПГ-1/2 с ВЭБ, когда наблюда-
лось резкое снижение CD3+/CD95+ клеток, что 
свидетельствовало о нарушении процессов ин-
дукции апоптоза лимфоцитов в условиях выра-
женной стимуляции герпесвирусами.

Известно, что одним из ключевых механизмов 
реализации цитотоксической функции лимфо-
цитов является экзоцитоз литических гранул, со-
держащих перфорин и гранзимы, при этом коли-
чество перфорин-позитивных (Pr+) клеток может 
существенно меняться [42, 54]. Установлено [11], 
что у пациентов с умеренной частотой рецидивов 
ГИ суммарное содержание CD8+ и CD16+ лимфо-
цитов было достоверно выше, чем у здоровых лиц 
и пациентов с частыми рецидивами заболевания, 
количество Pr+ клеток было выше, чем у паци-
ентов с частыми рецидивами, но не отличалось 
от показателя здоровых лиц. В свою очередь, 
у пациентов с высокой частотой рецидивов ГИ 
суммарное содержание CD8+ и CD16+ лимфоци-
тов, количество Pr+ лимфоцитов были ниже, чем 
у здоровых лиц. Применение антигена ВПГ в ка-
честве стимулятора моноцитов у пациентов с ГИ 
способно индуцировать значимое увеличение 
количества Pr+ лимфоцитов, что подтверждает 
важную роль активации ЦТЛ моноцитарно-ма-
крофагальными клетками [56].

Установлено [20, 31, 37], что у части здоровых 
доноров в крови циркулирует минорная субпо-
пуляция CD4+Т-клеток – CD4+ ЦТЛ, которые 
содержат гранулы с цитотоксическими белка-
ми, способны к дегрануляции и цитолизу клет-
ки-мишени. Характерными чертами CD4+ ЦТЛ 
являются утрата экспрессии костимуляторной 
молекулы CD28 и появление маркера терминаль-
ной дифференцировки CD57, ассоциированно-
го с наступлением клеточной старости [36, 64], 
а также с накоплением перфорина, гранзимов, 
гранулизина в цитоплазматических гранулах [13, 
38, 51].

Показано, что фактор транскрипции ZBTB7B 
экспрессируется в CD4+Т-клетках [63] и подавля-
ет в них экспрессию генов, характерных для CD8+ 
клеток (CD8, перфорин, гранзим B) [65, 66]. 
У мышей с гипофункцией ZBTB7B или с его из-
бирательным нокаутом в CD4+Т-клетках проис-
ходит RUNX3-зависимая реактивация экспрес-
сии CD8-ассоциированных генов [65]. Кроме 
того, RUNX3 совместно с фактором транскрип-
ции эомезодермином (EOMES) контролирует 
дифференцировку наивных CD8+Т-клеток в эф-
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фекторные ЦТЛ [39, 67]. В работах М.В. Пащен-
кова, Б.В. Пинегина [21] установлено, что в CD4+ 
ЦТЛ экспрессия мРНК RUNX3, EOMES была 
выше, а ZBTB7B ниже, чем в обычных CD4+Т-
клетках. Таким образом, закономерно предполо-
жение, что накопление перфорина и гранзима B 
в CD4+ ЦТЛ обусловлено повышением экспрес-
сии RUNX3 и EOMES [21].

Выявлена связь между повышенным содержа-
нием CD4+ ЦТЛ и наличием латентной инфек-
ции ЦМВ [31, 37, 40, 64]. Установлено [37], что 
при стимуляции ЦМВ CD4+Т-клетки реагиру-
ют на эпитоп вируса рр65, рестриктированный 
молекулами МНС класса II, и изменяют свои 
свойства: одновременно продуцируют макро-
фагальный воспалительный белок-1β (MIP-1β), 
TNFα, IFNγ при низком синтезе IL-2, появляет-
ся прямая цитолитическая активность, связанная 
с поверхностной мобилизацией CD107а, внутри-
клеточной экспрессией перфорина и гранзимов, 
способностью к дегрануляции. Таким образом, 
зрелые ЦМВ-специфические CD4+CD27-Т-
клетки по функциональной активности напоми-
нают противовирусные CD8+Т-клетки.

Заключение
Бактерии способны регулировать экспрессию 

генов, кодирующих синтез белковых факторов 
вирулентности: при низкой плотности популя-
ции продуцируют факторы адгезии и колони-
зации, при высокой численности секретируют 
ферменты инвазии, агрессии и токсины, уско-

ряя адаптацию к меняющимся условиям среды 
и иммунную эвазию. Изменения состава муко-
зальной нормобиоты желудка инициируют рас-
познавание PAMPs и DAMPs специфическими 
рецепторами клеток СОЖ, активацию адаптер-
ных белков, киназ и транскрипционных факто-
ров, приводя к продукции ранних провоспали-
тельных цитокинов и индукции воспалительного 
процесса, поглощению и киллингу микроорга-
низмов фагоцитами с презентацией антигенов 
лимфоцитам. Эндосомальная и протеосомальная 
деградация бактерий, грибов, вирусов индуциру-
ет Th1-ответ и активацию CD8+, CD16+ лимфо-
цитов соответственно. Показано, что антигены 
H. pylori и Candida spp. способствуют инфильтра-
ции слизистой желудка активированными CD8+ 
ЦТЛ, а герпесвирусы индуцируют значимое уве-
личение количества перфорин-позитивных (Pr+) 
CD8+ и CD16+ клеток, изменение фенотипа CD4+ 
лимфоцитов с приобретением прямой цитолити-
ческой активности.

Таким образом, изменения нормомикробио-
ценоза желудка инициируют реакции врожден-
ного и адаптивного иммунитета, направленные 
на уничтожение патогенов путем развития, а за-
тем рестрикции воспалительного процесса, хро-
низации которого способствует иммунная эвазия 
микроорганизмов, что сопровождается повыше-
нием клеточной цитотоксичности лимфоцитов, 
увеличением распространенности и выраженно-
сти атрофического процесса в слизистой оболоч-
ке желудка.
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МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ 
КАК СТРАТЕГИЯ ЛЕЧЕНИЯ РАССЕЯННОГО СКЛЕРОЗА: 
АКТУАЛЬНЫЕ ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Зафранская М.М., Нижегородова Д.Б.
Международный экологический институт им. А.Д. Сахарова Белорусского государственного университета, 
г. Минск, Республика Беларусь  
Белорусская медицинская академия последипломного образования, г. Минск, Республика Беларусь

Резюме. Способность мезенхимальных стволовых клеток (МСК) оказывать регуляторное/супрес-
сорное влияние на аутоиммунный процесс и стимулировать ремиелинизацию позволяет рассматри-
вать их в качестве нового метода терапии рассеянного склероза (РС), модифицирующего течение 
заболевания. Генетическая стабильность, пролиферативный потенциал, способность к миграции 
в область повреждения ткани и отработанные протоколы выделения и культивирования являются ос-
новными преимуществами для успешного проведения клеточной терапии как аутологичными, так и 
аллогенными МСК. Предварительные результаты клинических исследований по использованию 
МСК у пациентов с РС указывают на эффективность и безопасность данного метода лечения. Тем 
не менее, демонстрация успешности клеточной терапии при РС возможна только после глубокого  
изучения и понимания биологии МСК и механизмов межклеточного взаимоотношения при их при-
менении. В данной статье приведен аналитический обзор накопленного опыта по использованию им-
муномодулирующих и нейропротекторных свойств МСК при РС и освещаются проблемные вопросы 
обоснованности применения клеточной терапии с учетом результатов in vitro и in vivo исследований.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, рассеянный склероз, клеточная терапия

MESENCHYMAL STEM CELLS AS A THERAPEUTIC STRATEGY 
FOR MULTIPLE SCLEROSIS: ISSUES AND PERSPECTIVES
Zafranskaya M.M., Nizhegorodova D.B.
International Sakharov Environmental Institute, Belorussian State University, Minsk, Republic of Belarus  
Belorussian Medical Academy for Postgraduate Education, Minsk, Republic of Belarus

Abstract. The ability of mesenchymal stem cells (MSC) to influence the regulatory/suppressive effect in the 
autoimmune process and promote remyelination allows to consider them a new method of multiple sclerosis 
(MS) therapy, by means of modifying the disease activity. Genetic stability, proliferative potential, ability to 
migrate into the damaged tissue areas and agreed protocols for isolation and culture are the main advantages for 
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successful autologous, as well as allogeneic MSC therapy. Preliminary results from clinical studies using MSC 
application in MS patients show efficiency and safety of this therapeutic approach. Nevertheless, successful 
demonstration of the cell therapy in MS is only possible after detailed analysis and understanding of MSC 
biology and mechanisms of appropriate intercellular interactions. The article reviews general experience in 
usage of immunomodulatory and neuroprotective properties of MSС in MS, and highlights the issues of validity 
in cell-based therapy taking into account both in vitro и in vivo studies. 

Keywords: mesenchymal stem cells, multiple sclerosis, cell-based therapy

Введение
Рассеянный склероз (РС) – хроническое 

мультифакториальное прогрессирующее де-
миелинизирующее заболевание центральной 
нервной системы (ЦНС) с выраженными вос-
палительным, миелин- и аксон-дегенеративным 
компонентами и вовлечением клеток иммунной 
системы в развитие патологического процесса [5, 
21, 56, 117, 145]. Для РС характерно нарушение 
баланса между регуляторными и потенциально 
миелин-реактивными клонами Т-лимфоцитов 
с последующим развитием специфического 
Т-клеточного иммунного ответа, эффекторные 
реакции которого направлены на повреждение 
компонентов миелиновой оболочки аксонов [67, 
68, 69, 144]. В связи с этим подходы к терапии РС 
должны заключаться в отмене иммуномедииро-
ванного повреждения посредством модулиро-
вания или индукции толерантности в сочетании 
с обеспечением защиты ткани ЦНС и, в идеале, 
с поддержкой функциональной регенерации 
как невральных клеток, так и процессов миели-
низации [19, 24, 134]. Используемые при данной 
патологии кортикостероиды, иммуномодулято-
ры, иммуносупрессанты и методы эфферентной 
терапии не дают продолжительного, устойчивого 
эффекта, а существующие направления селек-
тивной антиген-специфической иммунотерапии, 
основанные на применении модифицированных 
пептидных лигандов, моноклональных анти-
тел, ДНК- и Т-клеточной вакцинации, не всег-
да являются эффективными [31, 41, 72, 82, 84, 
123, 136]. Отсутствие оптимальных протоколов 
лечения РС, направленных на селективное по-
давление аутореактивных клонов Т-лимфоцитов 
и восстановление поврежденных участков ЦНС, 
объясняет все возрастающий интерес исследова-
телей к использованию иммуномодулирующих 
и нейропротекторных свойств мезенхимальных 
стволовых клеток [33, 112, 153, 154]. Мезенхи-
мальные стволовые клетки (МСК) представляют 
собой гетерогенную популяцию постнатальных 
клеток-предшественников стромального про-
исхождения (мультипотентные мезенхималь-
ные стромальные клетки), могут быть выделены 
из различных тканей организма и, наряду с реге-
неративным потенциалом, обладают выражен-
ными как in vitro, так и in vivo иммуномодулирую-
щими свойствами [114, 129, 142, 151, 152]. Кроме 

того, МСК обладают большей степенью пластич-
ности по сравнению с другими популяциями 
стволовых клеток, в том числе способностью 
дифференцироваться in vitro в клетки немезодер-
мального типа, такие как нейроны и астроциты.

Предварительные результаты клинических 
исследований по использованию МСК у паци-
ентов с РС указывают на эффективность и без-
опасность данного метода лечения [17, 27, 28, 81]. 
Тем не менее, успешное применение клеточной 
терапии при РС возможно только после глубоко-
го изучения и понимания биологии, взаимодей-
ствия с локальным микроокружением и алгорит-
ма использования МСК (доза, пути и кратность 
введения, миграция клеток в органы и ткани ор-
ганизма и др.). Следует также усовершенствовать 
критерии включения пациентов и идентифика-
цию потенциальных иммунологических марке-
ров терапевтической эффективности [45, 60, 155].

Одна из целей базисного исследования биоло-
гии МСК заключается в создании in vivo и in vitro 
аналитических систем [165]. При этом, несмо-
тря на огромное количество работ, посвященных  
изучению иммуномодулирующих свойств МСК, 
не определена взаимосвязь между выявляемыми 
эффектами МСК in vitro и их эффектами in vivo, 
что объясняется отсутствием универсального 
общепринятого in vitro метода определения по-
тенциального терапевтического эффекта МСК 
in vivo [142]. Кроме того, при исследовании in vivo 
иммунный статус опосредуется множеством эн-
догенных и экзогенных факторов, что создает 
проблему оценки функционального состояния 
отдельных пулов аутореактивных клеток при 
РС, а изменения функциональных свойств и ак-
тивности лимфоцитов после клеточной терапии 
оцениваются по узкому спектру параметров. При 
этом эффект от введения МСК может варьиро-
вать в значительных пределах как в зависимости 
от характеристик самих МСК, так и от состояния 
иммунной системы реципиента. 

В данной статье приведен аналитический 
обзор накопленного опыта по использованию 
иммуномодулирующих и нейропротекторных 
свойств мезенхимальных стволовых клеток при 
РС и освещаются проблемные вопросы обосно-
ванности применения клеточной терапии с уче-
том результатов in vitro и in vivo исследований.
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Т-лимфоциты в патогенезе рассеянного скле-
роза

Этиопатогенез РС многокомпонентный и 
вклю чает комбинацию факторов генетической 
предрасположенности и окружающей среды. 
Среди ассоциированных с заболеванием ге-
нов выделяют антигены (Аг) гистосовмести-
мости 2-го класса (MHC II) (HLA-DRB1)*1501 
и (HLA-DRB5)*0101 аллели, аллели рецептора 
IL-2 и IL-7, что и подразумевает наличие гене-
тической предрасположенности к заболеванию. 
Предположительно мутации генов рецептора 
интерлейкина-1 (IL-1) и антагониста рецепто-
ра интерлейкина-1 (IL-1ra), CTLA-4 (cytotoxic T 
lymphocyte-associated antigen 4) генов рецепторов 
к Fc-фрагменту иммуноглобулинов и гена, коди-
рующего аполипопротеин E, определяют течение 
РС [108, 116]. В качестве триггерных факторов 
окружающей среды выступают вирусы (вирус 
Эпштейна-Барр, ретровирусы, герпесвирусы 1, 
2, 6 типов, парамиксовирусы), недостаток вита-
мина Д, генетические детерминанты кишечной 
микробиоты и др. [7, 15, 23, 93].

За прошедшее десятилетие стало очевидно, 
что патогенез РС намного более сложен, чем 
описанный ранее при изучении механизмов ин-
дукции заболевания на модели аутоиммунного 
экспериментального энцефаломиелита (ЭАЭ). 
В настоящее время принято считать, что при РС 
ключевым моментом в появлении характерного 
воспаления и развитии демиелинизации являет-
ся инфильтрация тканей ЦНС Т-клетками, про-
ходящими через ГЭБ. Полагают, что этот процесс 
может инициироваться попаданием вирусных 
или бактериальных факторов в нервную ткань 
и появлением их белков на мембранах олиго-
дендроцитов и миелиновых оболочках. После-
дующий аутоиммунный ответ направлен про-
тив миелиновых Аг, что приводит к нарушениям 
в системе распознавания последних [4, 52].

Иммунологические механизмы детально 
описаны сравнительно недавно в ходе изучения 
эффективности применения иммуносупрессив-
ных препаратов при активном течении заболева-
ния [25, 62]. Ведущая роль в развитии РС отводит-
ся миелин-специфическим СD4+T-хелперным 
лимфоцитам 1-го типа (Тh1), Th17, а также ци-
тотоксическим СD8+T-клеткам, повреждающим 
компоненты миелиновой оболочки, в первую 
очередь – основной белок миелина (ОБМ), про-
теолипидный протеин (ПЛП) и миелин-олиго-
дендроцитарный гликопротеин (МОГ) [52, 64, 
67, 89, 100].

Разнообразие клинических и патологиче-
ских проявлений у пациентов с РС свидетель-
ствует о сложных и комплексных механизмах 
активации Т-лимфоцитов и иммунной реакции 
в ЦНС [111, 119, 138]. Для инициации воспали-

тельных процессов в ЦНС миелин-специфиче-
ские Т-клетки должны активироваться на пе-
риферии, проникнуть в ЦНС и впоследствии 
реактивироваться антиген-презентирующими 
клетками (АПК), представляющими миелино-
вые аутоантигены (аутоАг) Т-лимфоцитам. Ре-
активация Т-лимфоцитов приводит к продукции 
различными клетками провоспалительных ме-
диаторов, дополнительно привлекающих клет-
ки иммунной системы в очаг воспаления, и раз-
витию демиелинизирующих процессов (рис. 1, 
см. 3-ю стр. обложки) [52].

В настоящее время неизвестно, как Т-клетки, 
специфические для миелиновых протеинов, ак-
тивируются на периферии, т.к. данные белки 
присутствуют только в ЦНС и синтезируются 
олигодендроцитами. Тем не менее, у мышей, экс-
прессирующих трансгенный Т-клеточный рецеп-
тор, специфичный для ПЛП и ОБМ, развивается 
спонтанный ЭАЭ. При этом миелин-специфиче-
ский ответ со стороны Т-лимфоцитов обнаружи-
вается в дренирующих ЦНС цервикальных лим-
фатических узлах [44, 169].

То есть некоторые миелиновые Аг конститу-
тивно присутствуют в региональных лимфатиче-
ских узлах и при определенных условиях, кото-
рые до настоящего времени так и не определены, 
способны активировать Т-клетки АПК, которые 
презентируют миелиновые эпитопы наивным 
(naive) Т-лимфоцитам в виде иммуногенного 
комплекса. Кроме того, миелин-специфическая 
Т-клеточная активация может являться результа-
том молекулярной мимикрии, хотя специфиче-
ский возбудитель, инициирующий развитие РС, 
также окончательно не идентифицирован [52].

Параллельно с активацией Т-лимфоцитов 
на периферии воздействие локальных факторов 
в ЦНС (персистирующая вирусная инфекция, 
метаболический стресс, продукция провоспа-
лительных цитокинов) способствует экспрессии 
на эндотелиальных клетках (ЭК) адгезивных мо-
лекул ICAM-1, VCAM-1, E-cелектинов, что об-
легчает адгезию аутореактивных Т-лимфоцитов 
к клеткам церебрального эндотелия и облегчает 
их проникновение через ГЭБ.

Показано, что только активированные 
Т-клетки, экспрессирующие VLA-4, α4β1-
интегрин или CD49d/CD29, способны про-
никать в ЦНС. Протеазы, включая матричные 
металлопротеиназы, в дальнейшем способны 
усиливать миграцию аутореактивных лимфоци-
тов путем деградации макромолекул внеклеточ-
ного матрикса, в частности коллагена IV типа. 
Воспалительные цитокины, высвобождаемые ак-
тивированными Т-лимфоцитами, IFNγ и TNFα, 
повышают экспрессию поверхностных клеточ-
ных маркеров и активируют близлежащие лим-
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фоциты и АПК, что способствует инфильтрации 
периваскулярного пространства [117].

Проникнув в ЦНС, активированные ауторе-
активные Т-лимфоциты распознают предпола-
гаемые аутоАг, презентируемые АПК, в составе 
тримолекулярного комплекса. Периваскулярные 
моноциты, клетки микроглии и макрофаги, па-
ренхимальные лимфоциты и, возможно, астро-
циты экспрессируют молекулы MHC I и MHC II, 
которые в результате процессинга связывают 
белковый аутоАг и представляют его либо CD4+, 
либо CD8+Т-лимфоцитам [73, 93]. 

Считается, что Th1 обладают способностью 
в присутствии миелиновых аутоАг активиро-
ваться и продуцировать провоспалительные ме-
диаторы IFNγ, TNFα, IL-2. Посредством мест-
ной продукции провоспалительных цитокинов 
лимфоциты Th1 привлекают в очаг воспаления 
CD8+Т-клетки и макрофаги и способствуют 
реализации их цитотоксического потенциала. 
В частности, IFNγ индуцирует цитотоксическую 
активацию макрофагов и клеток микроглии, 
а также усиливает клетками нервной ткани экс-
прессию белков MHC I, которые необходимы 
для активации и реализации цитотоксического 
действия CD8+Т-лимфоцитов. Значимую роль 
в развитии РС отводят CD4+Th17-клеткам, ко-
торые продуцируют провоспалительные цитоки-
ны IL-17А и IL-17F. Данные цитокины, в свою 
очередь, стимулируют другие типы клеток, син-
тезирующие провоспалительные медиаторы, 
такие как IL-6, GM-CSF, матричные металло-
протеиназы и СХС хемокины. Th17, продуцируя 
IL-17А, IL- 17F и IL-22, увеличивают проницае-
мость ГЭБ, что способствует попаданию аутоАг 
из ЦНС на периферию и, вследствие этого, ак-
тивации и пролиферации на периферии миелин-
реактивных Т- и В-лимфоцитов с последующим 
проникновением аутореактивных клеток обрат-
но в ЦНС [89].

На сегодняшний день значимую патогене-
тическую роль при РС играют инфламмасомы. 
Инфламмасомы (inflammasomes) представляют 
собой большой макромолекулярный комплекс, 
который включает множество копий рецептора 
молекулярных паттернов патогена или повреж-
дения и который приводит к запуску воспали-
тельной реакции. Показано, что инфламмасомы 
модулируют нейровоспалительные клетки и на-
чальные этапы нейровоспаления [43]. Ключе-
вой активатор воспалительных заболеваний, 
известен как NLRP3-инфламмасома. NLRP3, 
или криопирин (cryopyrin) — цитозольный бе-
лок, NOD-подобный рецептор семейства NALP, 
вовлечен в активацию каспаз 1 и 5, что приво-
дит к внутриклеточному процессингу и образо-
ванию зрелой активной формы IL-1β и IL-18. 
NLR – нуклеотидная последовательность, свя-

зывающая лейцин, известная также как NOD-
подобная, представляет собой класс цитозоль-
ных рецепторов, реагирующих на разнообразные 
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), 
которые принадлежат микроорганизмам, а также 
на DAMPs (damage-associated molecular patterns), 
появляющиеся при тканевом повреждении. Наи-
более интенсивно изучаемый класс NLRs – ин-
фламмасом-формирующие NLRs. При распозна-
вании DAMPs и PAMPs эти NLRs, включающие 
NLRP1, NLRP3, NLRC4, NLRC5, NLRP6, NLRP7 
и NLRP12, медиируют высвобождение провоспа-
лительных цитокинов IL-1β и IL-18 [140].

Гиперактивация IL-1β и IL-18 инфламма-
сом-формирующим белковым комплексом во-
влекается в патогенез РС. IL-1β и IL-18 побуж-
дают дифференцировку наивных CD4+T-клеток 
в Th17 и Th1, которые приводят к демиелиниза-
ции и гибели нейронов при РС. Клинические ис-
следования свидетельствуют о наличии ассоци-
ации повышенной экспрессии каспазы-1, IL-1β 
и IL- 18 с восприимчивостью, прогрессией и тя-
жестью течения РС [108].

IL-1β и IL-18 – цитокины врожденного им-
мунитета и являются критическими в пролифе-
рации нейро-иммунореактивных клеток нервной 
ткани микроглии и астроцитов, которые реаги-
руют немедленно на нейрональное поврежде-
ние и гибель. IL-18, первоначально охаракте-
ризованный как IFNγ индуцирующий фактор, 
действует синергично с IL-12, обеспечивая диф-
ференцировку наивных CD4+T-клеток в Th1-
лимфоциты [94].

На экспериментальной модели показано, что 
присутствие протеинов, ассоциированных с ин-
фламмасомами, таких как ASC (apoptotic speck 
containing protein with a CARD), каспаза-1, IL-1β 
и IL-18, может приводить к обострениям в па-
тогенезе РС [94]. В последнее время доказано, 
что NLRP3 способствует развитию РС, ускоряя 
демиелинизацию на экспериментальной модели, 
вызванной купризоном, и индуцируя миграцию 
Т-лимфоцитов в ЦНС [53, 70].

Терапевтический потенциал мезенхимальных 
стволовых клеток

В настоящее время в исследовательских ла-
бораториях используются два типа стволовых 
клеток: эмбриональные и зрелые (соматические) 
тканеспецифичные клетки. Эмбриональные 
стволовые клетки, клиническое применение ко-
торых сопряжено с определенными этическими 
проблемами, получают из эмбриональных бла-
стомеров, они дают начало любым клеткам орга-
низма. Зрелые (соматические) тканеспецифич-
ные стволовые клетки впоследствии разделяются 
на гемопоэтические, мезенхимальные и невраль-
ные стволовые клетки (НСК). 



687

Клеточная терапия и рассеянный склероз 
Cell-based therapy and multiple sclerosis2017, Vol. 19,  6

2017, Т. 19, № 6

МСК представляют собой клетки-предше-
ственники стромального происхождения, кото-
рые более корректно следует называть мульти-
потентными мезенхимальными стромальными 
клетками, поскольку их истинная «стволовость» 
не установлена, несмотря на демонстрацию 
и подтверждение мультипотентности взрослых 
стволовых клеток [76, 121]. 

Первоначально клетки рассматривались 
как «регенеративные» вследствие их способности 
трансдифференцироваться в другие типы тканей. 
В настоящее время высоко оценивается их спо-
собность индуцировать различные паракринные 
эффекты, положительные результаты которых 
доказаны in vitro на экспериментальных моде-
лях и в клинических исследованиях. Некоторые 
из этих эффектов реализуются за счет раствори-
мых факторов, другие – за счет межклеточного 
контакта и «репрограммирования» клеток-ми-
шеней. Помимо этого, МСК проявляют неко-
торые особенные свойства: иммунологическая 
привилегированность (выживание в аллогенном 
окружении) и активный хоуминг [36, 96]. Извест-
но, что введенные in vivo МСК способны к долго-
срочной персистенции в организме реципиента, 
сохраняют после трансплантации мультипотент-
ность и, вероятно, уникальные иммунологиче-
ские характеристики, позволяющие им оста-
ваться в ксеногенном окружении. Приживление 
аллогенных и ксеногенных МСК в организме 
иммунокомпетентного хозяина, а также сни-
жение проявления или полное предотвращение 
РТПХ позволяет предположить, что МСК ин-
дуцируют в организме хозяина периферическую 
и центральную толерантность. Таким образом, 
введение аллогенных МСК с терапевтическими 
целями приведет к формированию стабильной 
химеры в организме реципиента и длительному 
влиянию на иммунный статус, включая воздей-
ствие на все этапы иммунного ответа [13, 99, 161].

Роль МСК в поддержании тканевого гомео-
стаза и восстановлении недостаточно ясна. Веро-
ятнее всего, они занимают определенную нишу 
в воспалительном процессе, участвуя в разреша-
ющей фазе повреждения. При этом потенциаль-
ными источниками МСК являются перициты, 
которые образуются из поврежденных сосудов 
костного мозга. МСК также могут появляться 
в поврежденной ткани (особенно в легких и поч-
ках) через механизм эпидермально-мезенхималь-
ной транзиции. При использовании нефизиоло-
гически большого количества экзогенных клеток 
in vivo МСК могут инициировать различные био-
логические механизмы гомеостатического про-
цесса [34]. 

Регуляторная активность МСК проявля-
ется по отношению к огромному количеству 
эффекторных клеток врожденного и адаптив-

ного иммунитета, включая Т-клеточные субпо-
пуляции, В-клетки, натуральные киллеры (NK-
лимфоциты), ДК моноцитарного происхождения 
и нейтрофилы [14, 30, 37, 90, 125, 126, 127, 146, 
149]. Данные свойства проявляют не только 
МСК, выделенные из костного мозга, но и полу-
ченные из других тканей (жир, тимус, селезенка), 
что позволяет отнести адипоциты, остеобласты 
и фибробласты к различным тканевым источни-
кам. В частности, независимо от дифференци-
ровочного состояния и происхождения, фибро-
бласты и дифференцированные мезенхимальные 
клетки предотвращают пролиферацию и апоптоз 
активированных Т-клеток. То есть потенциально 
физиологическая функция иммунной регуляции 
in vivo регулируется стромальными клетками, 
происходящими из мезенхимальных стромаль-
ных клеток [57, 58, 77].

В МСК-медиированную иммунную ре-
гуляцию вовлечен широкий спектр молеку-
лярных механизмов, включая IFNγ, IL-1β, 
TGF-β1, индолеамин-2,3-диоксигеназу (IDO – 
indoleamine-2,3-dioxygenase), IL-6, IL-10, ПГЕ2, 
фактор роста гепатоцитов (HGF – hepatocyte 
growth factor), TNFα, NO, гемоксигеназу 
(hemeoxygenase-1), HLA-G5 и многие другие 
растворимые факторы, большинство из которых 
пока не идентифицированы [2, 91, 110, 113, 118, 
143]. Следует отметить, что данная сложная па-
нель биологических регуляторов взаимно акти-
вируется и в конечном итоге приводит к анергии 
эффекторных клеток иммунной системы незави-
симо от антигенного стимула.

Таким образом, модулирующая активность 
не является конститутивным свойством МСК. 
На МСК влияют:

– провоспалительные цитокины, которые 
продуцируются стимулированными клетками 
в результате антигенного контакта и активируют 
МСК [91, 122, 143]; 

– стимулы, которые могут препятствовать 
проявлению ингибиторных механизмов, такие 
как триггерные сигналы инфекционных агентов 
для Toll-подобных рецепторов (TLRs) или эндо-
генные сигналы опасности (danger signals) [35, 
120, 158];

– время контакта с эффекторными клетками 
иммунной системы в процессе активации [18].

Суммирующие данные о механизмах антивос-
палительного и иммуномодулирующего действия 
МСК представлены в таблице 1.

Все исследователи едины во мнении, что 
МСК активируются провоспалительными цито-
кинами, продуцируемыми стимулированными 
Т-клетками, которые впоследствии и ингибиру-
ются через механизмы действия МСК [56]. IFNγ 
является одним из первых цитокинов, продуци-
руемым в процессе Т-клеточного ответа на анти-
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ТАБЛИЦА 1. ИММУНОМОДУЛИРУЮЩИЕ МЕХАНИЗМЫ МСК [112]
TABLE 1. IMMUNOMODULATORY MECHANISMS OF MSC [112]

Мишень
Target cell

Механизм действия
Mechanism

Первичный эффект
Primary effect

Вторичный эффект
Secondary effect

ДК 
Dendritic cells

ПГЕ2/прямой контакт
PGE2/direct contact

↓ TNFα, IL-12, дифференци-
ровка и активация

↓ TNFα, IL-12, differentiation 
and activation

Ингибирующее влияние на 
покоящиеся NK-клетки
Impairs effect on resting 

NK cells
↓ Т-клеточной пролифера-

ции
↓ Т-cell proliferation

↓ продукции IFNγ Th1
↓ IFNγ by Th1 cells

ПГЕ2, IL-6, 
IL-8 и SDF-1
PGE2, IL-6, 

IL-8 and SDF-1

↑ IL-10 ↑ продукции IL-4 Тh2
↑ IL-4 by Тh2 cells

Незрелые ДК 
Immature 
Dendritic cells

ПГЕ2
PGE2

↑ IL-10

↑ количества Тreg
↑ Тreg production

↑ продукции IL-10 Treg
↑ IL-10 by Treg cells

Т-клетки 
(CD4+, Тh)
Т cells 
(CD4+, helper Т 
cells)

ПГЕ2, IDO, HGF,
TGF-β1 и NO

PGЕ2, IDO, HGF,
TGF-β1 and NO

↓ CD4+Т-клеточной проли-
ферации (S-, G0/G1)

↓ CD4+Т-cell proliferation by 
S-phase entry block and G0/G1 

phase arrest
Ингибирование функций

Т-клеток
Inhibits Т-cell functions

↓ пролиферации 
В-лимфоцитов

↓ В-cell proliferation
↓ продукции Ig/Ат 
В-лимфоцитами

↓ Ig antibody production  
by B cells

IL-10 Инактивация Th1
Inactivate Th1 cells

T-клетки 
(CD8+, ЦТЛ) 
T cells (CD8+, 
cytotoxic T cells)

sHLA-G5 ↓ цитотоксичности
↓ cytotoxicity

Treg-клетки 
Treg cells

IL-10

↑ количества Treg
↑ Treg production

↑ продукции IL-10 Treg
↑ IL-10 by Treg cells

sHLA-G5 ↓ дифференцировки Treg
↓ Treg differentiation

В-клетки
Вcells

ПГЕ2, HGF, TGF-β1
IDO, NO и PD-L1

PGЕ2, HGF, TGF-β1,
IDO, NO and PD-L1

↓ В-клеточной пролифера-
ции 

(остановка G0/G1)
↓ В-cell proliferation by G0/G1 

phase arrest
↓ продукции Ig/Ат 
В-лимфоцитами

↓ Ig antibody production by
B cells 

↓ хемотаксиса В-клеток
↓ B cells chemotaxis

НК-клетки
NK cells

ПГЕ2, IDO, sHLA-G5, HGF, 
TGF-β1

PGЕ2, IDO, sHLA-G5, HGF, 
TGF-β1

↓ продукции IFNγ
↓ IFNγ

↓ пролиферации NK-клеток
↓ NК cell proliferation
↓ цитотоксичности

↓ cytotoxicity
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Мишень
Target cell

Механизм действия
Mechanism

Первичный эффект
Primary effect

Вторичный эффект
Secondary effect

Моноциты
Monocytes

ПГЕ2
PGЕ2

↓ пролиферации Мн 
(остановка G0/G1)

↓ Monocyte proliferation  
by G0/G1 phase arrest 

↓ дифференцировки Мн 
в ДК

↓ Monocytes difference to DC

Макрофаги
Macrophages

IL-6 ↓ TNFα ↓ TNFα и IL-1
↓ TNFα and IL-1

TSG-6 ↓ NF-κB ↓ синтеза MMPs
↓ MMP synthesis

ПГЕ2
PGЕ2

Изменяет M1 (провоспали-
тельный) 

на M2 (антивоспалитель-
ный) тип Мф

Convert M1 (pro-inflammatory) 
type to M2 (anti-inflammatory) 

type macrophages

↓ IL-10, IL-12, TNFα

Нейтрофилы 
Neutrophils IL-6 

↓ респираторного взрыва
↓ апоптоза

↓ respiratory burst
↓ apoptosis

Неспецифичес-
кое действие
No specific target

VEGF Проангиогенное действие
Pro-angiogenic

Улучшение тканевого пита-
ния О2

Increased nutrient
О2 and waste transport

IL-1ra Антагонист IL-1
Antagonizes IL-1

↓ Т-клеточной пролифера-
ции

↓ Т-cell proliferation

sTNF-R
Ингибирует продукцию 

TNFα
Inhibits TNFα production

↓ продукции IFNγ Th1
↓ IFNγ by Th1 cells

Примечание. Сокращения: HGF – фактор роста гепатоцитов, HLA – лейкоцитарный антиген человека, IDO – 
индолеамин 2,3-диоксигеназа, IL-1ra – антагонист рецептора интерлейкина 1, IFN – интерферон, MMP – 
матриксная металлопротеиназа, MСК – мезенхимальные стволовые клетки, NF-κB – транскрипционный 
фактор NF-κB, НK – натуральные киллеры, NO – оксид азота, PD-L1 – лиганд мембранного белка, 
инициирующего апоптоз, ПГE2 – простагландин Е2, SDF-1 – стромальный клеточный фактор 1, sTNF-R – 
растворимый рецептор фактора некроза опухоли альфа, TGF – трансформирующий ростовой фактор, TNF – 
фактор некроза опухоли, TSG – фактора некроза опухоли альфа стимулирующий ген, VEGF – сосудистый 
фактор роста.

Note. Abbreviations: HGF – hepatocyte growth factor, HLA – human leukocyte antigen, IDO – indoleamine 2,3-dioxygenase,  
IL-1ra – IL-1 receptor antagonist, IFN – interferon, MMP – matrix metalloproteinase, MSC – mesenchymal stem cells, NF-κB – 
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell, NK – natural killer, NO – nitrous oxide, PD-L1 – programmed cell 
death ligand-1, PGE2 – prostaglandin 2, SDF-1 – stromal cell-derived factor-1, sTNF-R – soluble TNFα receptor, TGF – transforming 
growth factor, TNF – tumor necrosis factor, TSG – tumor necrosis alpha-stimulating gene, VEGF – vascular endothelial growth factor. 

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)

генную стимуляцию, который и поддерживает 
активацию и экспансию Т-лимфоцитов. На мо-
дели in vitro использования блокирующих анти-
тел к IFNγ и при исследовании IFNγ рецептор-
негативных МСК показано, что в присутствии 
МСК IFNγ супрессирует Т-клеточную пролифе-
рацию, а также пролиферации В- и NK-клеток, 
запуская ингибиторный механизм МСК [91]. 
В поляризации МСК аналогично типам иммун-
ного ответа Th1/Th2 решающим фактором явля-
ется концентрация IFNγ и других провоспали-

тельных цитокинов. Показано, что под влиянием 
IFNγ МСК проявляют не только ингибиторные 
свойства, но могут превращаться в АПК, инду-
цируя специфический иммунный ответ по отно-
шению к различным Аг [147]. МСК могут даже 
презентировать экзогенные Аг МНС I вследствие 
кросс-презентации, индуцируя специфический 
иммунный ответ цитотоксическими CD8+Т-
лимфоцитами [42]. Однако сложно распро-
странить свойства IFNγ, обнаруженные in vitro, 
на микроокружение in vivo, так как локальная 
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продукция IFNγ не может быть измерена. Таким 
образом, физиологическая роль МСК в качестве 
АПК, как и ингибиторных клеток, остается неиз-
вестной.

Кроме IFNγ, в поляризации МСК участвуют 
другие провоспалительные цитокины (TNFα, 
IL-1α и IL-1β), усиливая его эффект. IFNγ в со-
четании с TNFα изменяет фенотип МСК (ин-
дукция МНС I, VCAM-1, de novo экспрессия 
МНС II, ингибиторного лиганда B7-H1 (PD-L1 – 
programmed cell death ligand-1), способствует про-
дукции IL-8, IL-6, HGF, ПГЕ2 и активности ци-
клооксигеназы-2, тогда как при действии только 
IFNγ индуцируются только IDO и B7-H1. Следу-
ет отметить, что провоспалительное праймирова-
ние МСК посредством индукции циклооксиге-
назы-2 определяет down-регуляцию активности 
геммоксигеназы-1, что препятствует проявлению 
ингибиторного эффекта МСК, индукции регу-
ляторных Т-клеток и стимуляции продукции 
IL-10. Кроме того, совместное праймирование 
IFNγ и TNFα приводит к активации супероксид-
дисмутазы 3, провоспалительного фер мента, во-
влеченного в катаболизм О2, предотвращающего 
повреждение нейронов. Сочетание IFNγ и TNFα 
индуцирует продукцию хемокинов CCR5, 
CCR10, CXCL9, CXC10 и CXCR3, которые вовле-
чены в хемотаксис и ингибицию пролиферации 
эффекторных клеток иммунной системы. В ито-
ге данное синергичное действие приводит к про-
дукции NO через индуцибельную NO синтазу, 
что необходимо для ингибиции Т-клеток in vitro 
и РТПХ in vivo [65].

Проявление иммуносупрессивных свойств 
МСК зависит от различных стимулов, кото-
рые могут функционально поляризовать МСК. 
Важную роль в этом играют TLRs (Toll-like 
receptors) – семейство некаталитических рецеп-
торов, которые локализованы на клеточной по-
верхности и цитоплазматической мембране. Они 
распознают различные молекулы микробного 
происхождения (PAMPs) и потенциальные сиг-
налы опасности от мертвых клеток. TLRs вовле-
чены в индукцию врожденного иммунного отве-
та и в подготовку адаптивного через активацию 
ДК [135].

МСК экспрессируют TLR1, TLR2, TLR3, 
TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR9, уровень кото-
рых регулируется различными факторами. TLR2 
индуцирует продукцию IL-6 и пролиферацию 
клеток, ингибирует адипо-/остео-/хондро- диф-
ференцировку и иммунную модуляцию. TLR3 
индуцирует миграцию и, наряду с TLR4, TLR5 
и TLR9, продукцию цитокинов/хемокинов IL- 1β, 
IL-6, IL-8, IL-10, TNFα и IL-12p70. На МСК, вы-
деленных из жировой ткани, показано, что ТLR2 
индуцирует продукцию цитокинов/хемокинов, 
в то время как TLR2 и TLR4 усиливают диффе-

ренцировку остеобластов, а TLR9 ингибирует 
пролиферацию [102, 120].

Экспрессия на МСК TLR3 и TLR4 вызывает 
особенный интерес. Связывание специфиче-
скими лигандами данных рецепторов (poly (I:C) 
для TLR3 и ЛПС для TLR4) приводит к down-
регуляции тирозинкиназы Jagged T. В результате 
этого МСК не могут связывать Notch1 (Notch 
homolog 1), экспрессируемый Т-лимфоцитами, 
что интерферирует с МСК-медиированной им-
муномодуляцией. Кроме того, TLR3 и TLR4 опре-
деляют индукцию провоспалительных молекул 
IL-1, IL-6, IL-8, TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligand) и CCL5 и повышают активность 
индуцибельной NO синтазы, что способствует 
развитию воспалительного ответа по отношению 
к патогену [115, 135].

Следует отметить, что условия функциональ-
ной поляризации МСК неоднозначны, так как 
исследователи в этой области использовали раз-
личные концентрации лигандов и различное вре-
мя культивирования. Описаны функции МСК, 
опосредованные сигналами через TLRs, что ана-
логично механизмам активации моноцитов/ма-
крофагов (Мн/Мф) через эти рецепторы: IFNγ 
и агонист TLR4 ЛПС определяют провоспали-
тельный тип Мн/Мф (М1-фенотип), IL-4 – анти-
воспалительный с тканево-восстановительными 
функциями (М2-фенотип). По аналогии, прай-
мирование МСК через TLR4 приводит к про-
дукции в основном провоспалительных цито-
кинов (IL-6, IL-8, TGF-β) и активации Т-клеток 
(фенотип МСК1). Праймирование МСК через 
TLR3 приводит к продукции иммуносупрессив-
ных молекул IL-4, IL-1rа, IDO и ПГЕ2 (фенотип 
МСК2) [158]. Но все эти доказательства сложно 
перенести на систему in vivo в силу неконтроли-
руемого влияния лигандов TLRs и одновремен-
ного воздействия нескольких цитокинов. Таким 
образом, МСК обладают пластичностью по от-
ношению к иммунной системе, которая зависит 
от их способностей отвечать на агонисты TLRs 
в микроокружении. То есть лиганды TLRs могут 
влиять на дифференцировку, активацию и реа-
лизацию иммунных функций МСК, особенно 
в контексте инфекций и иммуномедиированных 
заболеваний, меняя МСК из провоспалительных 
(TLR4-праймирование) на иммуносупрессивные 
(TLR3-праймирование) клетки [9, 49, 102].

В действительности после системного введе-
ния эффект МСК обусловлен продукцией рас-
творимых факторов в очаге воспаления. МСК 
определяются в организме всего несколько дней. 
Клинический эффект МСК при одном и том 
же заболевании проявляется по-разному, зависит 
от источника получения клеток, времени/про-
токола их введения и т.д. Показательным приме-
ром является применение МСК на модели ЭАЭ, 
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где клеточная терапия эффективна при введении 
клеток на 3-8 день заболевания и совершенно 
бесполезна на 10-15 сутки после начала заболева-
ния [166]. Вместе с тем показано, что выделенные 
из жировой ткани МСК способны предупреждать 
обострение заболевания на модели ЭАЭ не толь-
ко на начальных этапах, но и после стабилиза-
ции заболевания за счет экспрессии на своей 
поверхности VLA-4, которые взаимодействуют 
с VCAM- 1 на ЭК ГЭБ [29].

Современные направления терапии рассеянного 
склероза

Тактика терапевтического решения направ-
лена на стратификацию (индивидуализацию) 
лечения на фоне сомнительного прогноза. При 
этом первостепенной задачей лечения РС явля-
ется приостановка прогрессирования заболева-
ния на ранней стадии воспалительного процесса 
в надежде на его стабилизацию и минимизацию 
инвалидизации [39, 137]. Основная терапевти-
ческая мишень при РС – иммунная система, 
воздействие на которую оказывается как по не-
специфическому пути (системная иммуносу-
прессия с использованием цитотоксических пре-
паратов), так и при помощи иммуномодуляции 
с целью подавления воспалительного процесса, 
который приводит к демиелинизации [148, 159]. 
Разработанная терапия, основанная на молеку-
лярно-клеточных механизмах развития заболева-
ния, недостаточна для всех аспектов патогенеза 
РС вследствие многофакторности заболевания 
и наличия миелин-/аксон-дегенеративного ком-
понента. Несмотря на присутствие эндогенных 
олигодендроцитарных предшественников (OPCs, 
оlygodendrocyte progenitor cells) и спонтанной ре-
миелинизации, на ранних этапах развития РС их 
уровня и качества, по-видимому, недостаточно 
для длительного эндогенного функционального 
восстановления [33].

Инновационная терапия РС основана на ис-
пользовании препаратов, модифицирующих 
течение заболевания, к которым относятся 
β-интерфероны (IFNβ), пептидные лиганды, 
МАТ, а также оральные препараты, включающие 
финголимод, терифлюномид и диметилфумарат, 
митоксантрон и др. [1, 3, 62, 84, 105, 123, 136]. 

Исследование роли TLR-сигнального пути 
при РС также открывает новые терапевтические 
мишени для клинических и доклинических ис-
следований [35, 49]. Иммунная система пола-
гается на иммунные рецепторы, распознающие 
патогенные self- и non-self компоненты и сиг-
налы опасности (danger signals) – PRRs (pattern 
recognition receptors). PRRs распознают широкий 
спектр рецепторов, включая TLRs, мембран-
но-связанный рецептор лектина С-типа, NLRs 
(nucleotid-binding oligomerization domain-like 
receptors), RLRs (retinoic acid-inducible gene-I 

(RIG-I)-like receptors) [130]. TLRs, как наиболее 
важные PRRs, взаимодействуют как посредством 
экзогенных PAMPs, так и посредством эндоген-
ных DAMPs. Такое взаимодействие способствует 
транскрипции провоспалительных цитокинов 
в основном через MyD88-сигнальный путь, кото-
рые играют критическую роль в патогенезе АИЗ, 
включая РС. Применение агонистов TLR3 (Poly 
I:C12U, Ampligen) открывает многообещающую 
перспективу патогенетического лечения РС [75, 
150]. С другой стороны, ингибиция MyD88-
сигнального пути с использованием антагони-
стов TLR2, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9 также мо-
жет быть эффективной. Кроме того, анти-ЛПС 
терапия и применение растворимых форм TLRs 
рассматриваются для применения в лечении АИЗ 
[63]. Однако следует учитывать, что модуляция 
TLRs может привести к серьезным побочным ос-
ложнениям.

Известно, что инфламмасом-формирующие 
белки NLRP1, NLRP3 и NLRC4 играют решаю-
щую роль в секреции IL-1β и IL-18, представляя 
тем самым потенциально идеальную терапев-
тическую цель [43, 70]. Новые данные свиде-
тельствуют о том, что NLRP3 обладает терапев-
тическим эффектом при РС, аналогично IFNβ. 
Полагают, что IFNβ проявляет терапевтическую 
эффективность путем ослабления биохимиче-
ских путей NLRP3 и NLRP1 в инфламмасомах 
и путем ингибирования продукции IL-1β [54, 
71]. Более того, при ЭАЭ эффективность тера-
пии IFNβ NLRP3-зависимая, и мыши с отсут-
ствием NLRP3 не чувствительны к IFNβ. По ре-
зультатам клинических исследований показано, 
что пациенты с РС, чувствительные к терапии 
IFNβ, имели повышенную экспрессию NLRP3 
и IL-1β. Таким образом, NLRP3 может играть 
определенную роль в эффективности терапии 
IFNβ у пациентов с РС, хотя точный механизм 
его вовлечения неизвестен [107]. Coll и соавт. 
(2015) идентифицировали небольшую молекулу 
MCC950 как потенциальный селективный ин-
гибитор NLRP3 инфламмасомы [26]. Являясь 
антагонистом секреции IL-1β, MCC950 снижает 
продукцию IL- 1β in vivo, тяжесть течения ЭАЭ 
и поэтому имеет значительный терапевтический 
потенциал при РС.

Таким образом, в идеале патогенетическая те-
рапия РС должна:

1. Подавлять аутоиммунно-воспалительный 
компонент и проявлять иммуномодулирующую 
активность.

2. Влиять на нейродегенеративный процесс 
и являться нейропротекторной.

3. Способствовать структурным и функцио-
нальным восстановительным механизмам – ре-
миелинизации [133].
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Исходя из этого, стратегия клеточной терапии 
с использованием МСК является перспективной 
альтернативой для лечения РС.

Двойственная природа МСК как стволовых 
(дифференцировка в различные клетки мезодер-
мального происхождения) и стромальных клеток 
(регуляция активности и состояния гемопоэти-
ческих стволовых клеток через паракринные ме-
ханизмы) представляет их преимущество в плане 
адаптации к невральному микроокружению при 
патологическом процессе в ходе развития РС [24, 
141, 142]. В отличие от невральных и олигоден-
дроцитарных предшественников, которые нахо-
дятся в ЦНС, и, следовательно, их можно полу-
чить только инвазивным путем, МСК достаточно 
доступны для выделения из тканей организма че-
ловека. МСК обладают стромальными свойства-
ми и запускают иммуномодулирующую и ней-
ропротективную активность, влияют на судьбу 
олигодендроцитов и дифференцировку/созре-
вание взрослых невральных предшественников, 
что предполагает существование регулируемой 
МСК ремиелинизирующей активности [19, 66, 
132]. Кроме того, трансплантированные МСК 
способствуют функциональному восстановле-
нию миелина, что продемонстрировано на раз-
личных экспериментальных моделях [124, 133, 
166, 170]. Jaramillo-Merch n и соавт. (2013) по-
казали, что при хронической демиелинизации 
белого вещества трансплантированные МСК ак-
тивируют OPCs и индуцируют ремиелинизацию 
в ткани вокруг трансплантированных клеток [74]. 
Однако факторы, способствующие ремиелиниза-
ции хронических очагов при РС, изучены недо-
статочно.

В связи с иммунопривилегированностью 
МСК и выраженными иммуномодулирующими 
свойствами, трансплантация данных клеток в ор-
ганизм человека позволяет избежать реакций им-
мунологического отторжения и проведения до-
полнительной иммуносупрессии организма [16, 
47, 92].

В настоящее время показано, что Т-клеточная 
пролиферация может быть супрессирована ак-
тивированными in vitro МСК. МСК эффект 
на Т-клеточную пролиферацию in vitro обуслов-
лен как контакт-зависимыми, так и контакт-не-
зависимыми механизмами [6, 164]. Данное за-
ключение базируется на полученных результатах 
о том, что кондиционированная среда, полу-
ченная от культур МСК, активированных или в 
комбинации с цитокинами (IL-1β, TNFα, IFNγ) 
или при кокультивировании с аллогенными мо-
нонуклеарами периферической крови, позволяет 
снижать митоген-индуцированную Т-клеточную 
пролиферацию [46, 48, 98]. При этом IFNγ яв-
ляется основным цитокином, праймирующим 
МСК in vitro, и, теоретически, может пересекать-

ся/отражать функцию МСК [91]. Огромным не-
достатком интерпретации является отсутствие 
соотношения этих данных с эффективностью 
применения МСК по результатам исследований 
различных групп [142]:

1. Отсутствует разработанный способ, позво-
ляющий коррелировать способность МСК сни-
жать Т-клеточную пролиферацию с их потенци-
альным терапевтическим эффектом.

2. Индивидуальные образцы/серии МСК про-
являют разнообразную супрессивную способ-
ность in vitro, но является ли это прогнозом такой 
возможности in vivo в значительной степени, не-
известно.

3. Эффект МСК in vivo является плейотроп-
ным, определяется локальным микроокружени-
ем и теряется при клеточном контакте in vitro.

Остается дискутабельным вопрос, является 
ли клиническое улучшение заболевания след-
ствием клеточного замещения олигодендроци-
тов, последующей активации ремиелинизации 
и защиты аксонов, или это результат иммуноло-
гических эффектов [8, 61, 114].

Трансплантация мезенхимальных стволовых 
клеток на модели экспериментального аутоиммун-
ного энцефаломиелита

В биологии МСК не решены вопросы, требу-
ющие исследований in vivo на животных моде-
лях. В течение последних десятилетий несколько 
исследовательских групп наблюдали снижение 
демиелинизации, модуляцию воспаления и уси-
ление функционального восстановления, стиму-
ляцию нейропротекции и регенерацию повреж-
денной области на модели ЭАЭ [46, 50, 51, 83, 168, 
170]. На сегодняшний день ЭАЭ является един-
ственной моделью для изучения влияния новых 
методов терапии РС in vivo. Результаты, получен-
ные при анализе ЭАЭ, лежат в основе различных 
современных концепций и понимания патофизи-
ологии РС. Исследователи иммунизируют живот-
ных миелиновыми белками или иммуногенными 
пептидами в комбинации с адьювантом, что при-
водит к мультифокальному воспалению, демие-
линизации и аксональному повреждению в ЦНС. 
В зависимости от природы иммуногена и гене-
тических особенностей (фона) животных можно 
индуцировать или рецидивно-ремиттирующее те-
чение, аналогичное ранним стадиям РС, или хро-
нический процесс, аналогичный прогрессивному 
течению РС. Эта модель информативна как в пла-
не изучения иммунологических механизмов, при-
водящих к повреждению ткани, так и для опреде-
ления потенциальных терапевтических подходов. 
Несмотря на то, что большинство исследователей 
считают ЭАЭ валидной моделью РС, некоторые 
авторы настроены скептически, полагая, что ЭАЭ 
отражает только процессы, развивающиеся при 
остром распространенном энцефаломиелите [12, 
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24]. При остром и хроническом ЭАЭ внутривен-
ное введение МСК улучшает клиническое тече-
ние заболевания [79, 170], снижает клеточную 
инфильтрацию, демиелинизацию и повреждение 
аксонов. Потенциальный механизм включает 
иммуномодуляцию как иммунопатологического 
процесса, так и ответа ЦНС на воспалительные 
реакции [78]. 

При ЭАЭ, индуцированном пептидами МОГ35-55  

или ПЛП139-151, лечение МСК костномозгово-
го происхождения уменьшает относительное 
количество IFNγ-продуцирующих спленоци-
тов при одновременном увеличении количества  
IL-4-секретирующих клеток. Предполагается, что 
МСК редуцируют провоспалительные Th1 и уве-
личивают ингибирующее влияние Th2 при вос-
палении на модели ЭАЭ [10]. Вследствие in vitro 
стимуляции спленоцитов, полученных от живот-
ных с ЭАЭ, индуцированного МОГ35-55 и проле-
ченных МСК, уровень Th1/Th17 воспалительных 
цитокинов (IFNγ, IL-17, IL-2, IL- 12p70, и TNFα) 
достоверно снижался, в то время как уровень ан-
тивоспалительных Th2 цитокинов (IL-4 и IL- 5) 
увеличивался [167]. Кроме того, МСК непо-
средственно секретируют широкий спектр суб-
станций, обеспечивающих трофическое питание 
поврежденной нервной ткани, в том числе и про-
тивовоспалительные цитокины IL-10 и ТGF-β, 
способные индуцировать экспрессию протек-
тивного фенотипа иммунных клеток и запускать 
процессы ремиелинизации [78, 83, 160].

Некоторые исследования на модели ЭАЭ по-
казывают, что только незначительное количе-
ство МСК детектируется в ЦНС реципиента [46]. 
Большинство трансплантированных МСК ми-
грируют в лимфатические узлы и селезенку. Учи-
тывая вышесказанное, можно предположить, что 
при ЭАЭ положительный эффект на клиниче-
ское течение заболевания и патологический про-
цесс связан с ингибицией периферических энце-
фалитогенных Т-клеток [38].

Однако существуют доказательства положи-
тельного воздействия МСК при ЭАЭ также за счет 
более прямого влияния на реакции со стороны 
нервных клеток при воспалительном процессе 
в ЦНС. Ранее считалось, что при соответствую-
щей стимуляции МСК могут дифференцировать-
ся в клетки немезенхимального происхождения, 
включая невральные клетки (non-mesenchymal 
lineages) – так называемая трансдифференциров-
ка, эктопические маркеры которой неясны [76]. 
При этом исследования с использованием мече-
ных МСК не доказывают, что трансплантирован-
ные клетки приобретают свойства невральных 
клеток [10]. Вероятно, трансплантированные 
МСК продуцируют растворимые факторы, под-
держивающие развитие внутренних/собствен-
ных невральных клеток [132].

Таким образом, широкий спектр исследо-
ваний на животных подтверждает гипотезу, что 
МСК поддерживают, скорее, эндогенные меха-
низмы восстановления, чем дифференцируются 
непосредственно в восстановительный элемент. 
Нейропротективные механизмы стимуляции 
восстановления ЦНС, возможно, обусловлены 
продукцией нейротрофических факторов МСК. 
Введение кондиционированной среды от МСК, 
содержащей HGF, способствует генерации и оли-
годендроцитов, и нейронов при ЭАЭ, индуциро-
ванном МОГ35–55 [11, 132].

В дополнение к воздействию на клеточ-
ную пролиферацию, МСК выраженно влияют 
на Т-клеточную дифференцировку. На модели 
ЭАЭ МСК снижают провоспалительный Th1- 
и Th17-ответы и способствуют антивоспалитель-
ному Th2-ответу. Объяснения данного эффекта, 
полученного на экспериментальной модели, 
до сих пор не имеется. Доклинические исследо-
вания c использованием МСК человека пока-
зали, что как фетальные, так и взрослые клетки 
или их продукты секреции могут парадоксально 
увеличивать Th17-ответ, причем данный эффект 
резко усиливается при прекондиционировании 
с IL- 1β.

Показана способность МСК дифференци-
роваться в невральные и глиальные клетки пре-
имущественно in vitro (при химической индук-
ции или использовании факторов роста), а также 
их потенциал в отношении нейрорегенерации 
на модели поражения нервной ткани in vivo. 
Трансплантация МСК стимулирует олигодендро-
генез, пролиферацию, миграцию и дифферен-
цировку эндогенных НСК, повышает выживае-
мость нервных клеток, активизирует нейрогенез, 
защищает нейроны от оксидативного стресса 
посредством секреции нейротрофинов, таких 
как нейротрофический фактор головного мозга 
и фактор роста нервов, других нейрорегулятор-
ных молекул (рис. 2, см. 3-ю стр. обложки).

В настоящее время получены данные о том, 
что после инфузии in vivo МСК распределяются 
в разных органах неравномерно. Важной осо-
бенностью является то, что МСК мигрируют 
преимущественно в очаги поражений, что по-
зволяет предположить их способность реагиро-
вать на локальное микроокружение и приводить 
к функциональному восстановлению ткани. Их 
способность пересекать базальную мембрану ре-
гулируется металлопротеиназами, которые секре-
тируются МСК под влиянием воспалительных 
цитокинов, таких как TNFα, TGF-β1 и IL-1β. Бо-
лее того, МСК экспрессируют на своей поверх-
ности определенный набор функциональных хе-
мокиновых рецепторов, таких как хемокиновый 
рецептор 4-го типа, который играет важную роль 
в распознавании места повреждения. МСК также 
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ТАБЛИЦА 2. ХАРАКТЕРИСТИКА НЕКОТОРЫХ КЛИНИЧЕСКИХ ИСПЫТАНИЙ ПО ИСПОЛЬЗОВАНИЮ МСК В ТЕРАПИИ РС [22]
TABLE 2. CLINICAL TRIALS OF MSC-BASED THERAPY OF MULTIPLE SCLEROSIS [22]

Фаза 
(годы)
Phase 
(years)

Цель исследования
Purpose of the study

Тип течения 
РС

MS form

Кол-во
пациентов
Enrollment

Тип клеток, способ 
введения

Assigned interventions

Руководитель,
cтрана

Investigator,
location

I
(2011-2014) 

Безопасность,
осуществимость,
переносимость

Safety,
feasibility,
tolerability

РР, ВП, ПР
RR, SP, PR 24

Аутологичные,
в/в, 

2 млн/кг 
Autologous,

intravenously,
2 mln/kg

Jeffrey A Cohen, 
USA

I
(2014-2017)

Безопасность,
переносимость 

Safety,
tolerability

ПП, ВП 
PP, SP 18

Аутологичные МСК-
нейральные проге-
ниторные клетки,
интратекально,

2-10 млн, трехкратно
Autologous 
MSC-NP,

intrathecally,
2-10 mln, 3 doses

Saud A Sadiq, USA

I, II
(2015-2017) 

Безопасность,
осуществимость,
переносимость 

Safety,
feasibility,
tolerability

РР, ВП, ПР 
RR, SP, PR

12

Аутологичные,
в/в,

1-2 млн/кг, 
двукратно 
Autologous,

intravenously,
1-2 mln/kg,

2 doses

Clanet Michel,
France

I, II
(2015-2017) 

Безопасность,
осуществимость,
переносимость

Safety,
feasibility,
tolerability

РР
RR 69

Аллогенные МСК 
пуповинной крови,
в/в 50 млн и интра-

текально 
100 млн 

Allogeneic 
UC-MSC,

intravenously 
50 mln, 

intrathecally
100 mln

Bill Brashier, Три-
нидад и Тобаго 

Bill Brashier, 
Trinidad and 

Tobago

I
(2015-2016)

Безопасность,
эффективность 

Safety,
efficacy

РР, ВП, ПР 
RR, SP, PR 40

Аутологичные,
в/в,

1-2 млн/кг Autologous,
intravenously,

1-2 mln/kg

Mark S. Freedman, 
Canada

IIа
(2014-2016)

Определение оп-
тимальной дозы и 

пути введения
Optimal dosage 
and the way of 
administration

РР, ВП
RR, SP 36

Аутологичные,
в/в, интратекально,
в/в и интратекально

Autologous,
intravenously,
intrathecally,

intravenously and
intrathecally

Dimitrios Karussis,
Israel

Примечание. РР – рецидивно-ремиттирующая форма РС, ПП – первично-прогрессивная форма РС,  
ВП – вторично-прогрессивная форма РС, ПР – прогредиентно-ремиттирующая форма РС.

Note. RR, relapsing remitting multiple sclerosis; PP, primary progressive multiple sclerosis; SP, secondary progressive multiple; PR, 
progressive relapsing multiple sclerosis.  
Abbreviations: MS, multiple sclerosis; MSC, mesenchymal stem cells; MSC-NP, mesenchymal stem cell-derived neural progenitor 
cells; UC-MSC, human umbilical cord tissue-derived mesenchymal stem cells.
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экспрессируют специфические функциональные 
рецепторы, которые при стимуляции модули-
руют способность самих МСК к пролиферации 
и дифференцировке [36]. 

Трансплантация мезенхимальных стволовых 
клеток пациентам с рассеянным склерозом

Несмотря на клиническое использование 
МСК в неврологии, механизмы терапевтического 
эффекта неясны вследствие неполного понима-
ния биологии МСК и их пути после трансплан-
тации in vivo [80, 154]. Публикации по примене-
нию МСК для лечения РС имеют сдержанный, 
но все же многообещающий характер. В настоя-
щее время зарегистрировано более 50 клиниче-
ских испытаний по лечению РС с использовани-
ем МСК [17, 22, 27]. Характеристика некоторых 
из них представлена в таблице 2.

Connick и соавт. (2011) опубликовали резуль-
таты клинического использования МСК (фаза 
IIa) для лечения пациентов с вторично-про-
грессивной формой РС, которым однократно 
ввели 1,1-2,0 × 106 клеток/кг массы тела, под-
твердив безопасность и выраженную положи-
тельную динамику неврологического статуса 
со снижением степени инвалидизации по EDSS 
(Expanded Disability Status Scale) в течение 12 ме-
сяцев после клеточной терапии при отсутствии 
изменений со стороны когнитивных функций, 
размеров очагов поражения и объема ткани го-
ловного мозга [28]. Кроме этого, Karussis и соавт. 
(2010) и Yamout и соавт. (2010) указывают на не-
существенные побочные эффекты и улучшение 
неврологического статуса пациентов по шкале 
EDSS в течение 6 месяцев посттрансплантаци-
онного периода. Улучшение неврологического 
статуса отмечалось не более чем в течение 12 ме-
сяцев после терапии, что обосновывает возмож-
ность повторного введения клеточных культур 
для продления терапевтического эффекта МСК. 
Для окончательного заключения об эффектив-
ности терапии необходимо более длительное на-
блюдение [81, 162].

Предполагаемые механизмы терапевтическо-
го эффекта:

1. Трансдифференцировка МСК в нейроны  
и/или олигодендроциты (пластичность).

2. Иммунорегуляторный эффект трансплан-
тированных МСК (иммуномодуляция).

3. Опосредованный эффект МСК на выжи-
вание поврежденных нейронов и/или олигоден-
дроглии (нейропротекция).

4. Опосредованный эффект МСК на состо-
яние и дифференцировку эндогенных предше-
ственников NPCs или OPCs, присутствующих 
в поврежденной области (ремиелинизация).

По итогам многочисленных исследований 
по изучению пути введения МСК для лечения РС 
показано, что системное введение является пред-
почтительным методом. Системное введение 

МСК запускает механизмы дистальных (эндо-
кринных) и локальных (паракринных) эффекто-
ров, которые включают клеточно-медиирован-
ные действия:

1. Стимуляция ангиогенеза: VEGF, IGF-1, 
MCP-1, FGF-β, IL-6.

2. Пролиферация и дифференцировка стволо-
вых клеток: SCF (stem cell factor), M-CSF, SDF-1 
(stromal derived factor-1), ангиопоэтин и актин.

3. Ингибиция фиброза: HGF, FGF-β, адрено-
медуллин.

4. Ингибиция апоптоза: VEGF, HGF, IGF-1, 
ТGF-β, FGF-β, GM-CSF, активин A и тромбо-
спондин 1.

и иммуномедиированные эффекты:
1. Супрессия Т- и В-клеток: HLA-G5, HGF, 

индуцибельная NO синтаза (iNOS), IDO, ПГE2, 
FGF-β и TGF-β.

2. Регуляция дифференцировки Treg и экспан-
сии под влиянием ТGF-β.

3. Ингибиция НК за счет секреции IDO, ПГE2, 
ТGF-β.

4. Ингибиция созревания ДК за счет секреции 
ПГE2.

Прямые эффекты МСК заключаются в транс-
дифференцировке и индукции регенеративных 
процессов [40].

Официальные зарегистрированные продол-
жающиеся клинические испытания фокусиру-
ются преимущественно на безопасности и до-
казательности/обоснованности концепции. 
В будущем для адекватной оценки эффективно-
сти клеточной терапии клинические испытания 
должны быть направлены на уточнение следую-
щих вопросов:

Доза клеточного трансплантата
Большинство исследователей использует 

1-2 млн клеток/кг массы тела, исходя из возмож-
ностей культурального наращивания. Доказано, 
что данная доза безопасна, хотя имеются публи-
кации о безопасном введении до 10 млн клеток/ кг 
массы тела при других заболеваниях [28, 81, 86].

Поддержание оптимального культурального ре-
жима

Многочисленные факторы влияют на получе-
ние клеточной культуры, сохранение жизнеспо-
собности, терапевтической эффективности и т.д. 
Важный момент культивирования – использова-
ние сыворотки. Накоплен огромный опыт при-
менения эмбриональной телячьей сыворотки, 
которая может являться переносчиком инфекци-
онных заболеваний и вызывать развитие аллер-
гических реакций. Таким образом, приоритетно 
использовать бессывороточные среды, для чего 
необходимо валидизировать методы с включе-
нием оценки динамики роста и выхода конечно-
го продукта клеток, экспрессии поверхностных 
маркеров, дифференцировочного потенциала, 
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иммуномодулирующих свойств, анализа хромо-
сомных аберраций и жизнеспособности крио-
консервированных культур. Следующее сооб-
ражение касается того, можно ли праймировать 
или генетически модифицировать МСК для улуч-
шения выживаемости и тканеспецифического 
хоуминга культур [157]. В случае РС для модифи-
кации МСК выделяют два потенциальных кан-
дидата – цилиарный нейротрофический фактор 
и HGF [11, 104].

Способ введения
При внутривенном введении показано, что 

в пределах здоровой ткани грызунов и приматов 
МСК мигрировали преимущественно в легкие, 
а также определялись в печени, почках, костном 
мозге, селезенке, тимусе, сердце, костях, мыш-
цах. МСК способны мигрировать и в очаг по-
ражения/повреждения ткани, что показано при 
инсульте, хроническом отторжении сердечного 
трансплантата, травматическом повреждении го-
ловного мозга и др. [20, 103]. При анализе резуль-
татов лечения РС данные противоречивы: одни 
авторы указывают на миграцию МСК в ЦНС при 
хроническом ЭАЭ на модели мышей, другие опи-
сывают миграцию МСК только в лимфатические 
узлы и селезенку, но не в ЦНС [46, 166]. Внутри-
артериальное введение продемонстрировано при 
лечении острой и хронической сердечной недо-
статочности. Интраназальное введение описано 
в неврологии [32]. Connick и соавт. (2012) для те-
рапии РС применили внутривенную админи-
страцию [28]. Другие использовали интратекаль-
ный путь введения, некоторые – комбинацию 
внутривенного и интратекального [17, 81, 101, 
131, 162]. В большинстве случаев используется 
внутривенное введение вследствие безопасности 
и выполнимости процедуры.

Продолжительность эффекта
Степень приживления и жизнеспособность 

клеточного трансплантата в организме челове-
ка точно не определены. После трансплантации 
в организме реципиента донорские МСК вы-
явить трудно. Кроме того, публикации по этой 
проблеме пока немногочисленны. На аутопсий-
ном материале определяется только незначи-
тельное количество ДНК [156], и не обнаружена 
корреляция между приживляемостью клеточного 
трансплантата и степенью клинического эффек-
та. Отсутствуют данные о продолжительности 
клинического эффекта вследствие трансплан-
тации. Тем не менее, учитывая ограниченную 
способность к самоподдержанию, рекоменду-
ется повторное введение МСК, хотя возможна 
и сенсибилизация организма человека, особенно 
в случае введения аллогенных культур.

Использование аутологичных или аллогенных 
культур

Относительные преимущества аутологичной 
vs аллогенной трансплантации МСК широко 
обсуждаются без наличия объективных доказа-
тельств превосходства одного вида клеточной 
терапии над другим [109], и предположение 
об использовании аутологичных или аллогенных 
культур при лечении РС остается спорным. Неко-
торые исследователи полагают, что у пациентов 
с АИЗ МСК могут быть дефектными в отноше-
нии иммуномодулирующих, тканепротективных 
и репаративных возможностей. Larghero и cоавт. 
(2008) поддерживают аутологичную транспланта-
цию МСК, демонстрируя у пациентов с систем-
ным склерозом аналогичные в сравнении с по-
казателями здоровых доноров пролиферативные 
и иммуносупрессивные свойства МСК костного 
мозга [95]. Однако Koh и соавт. (2012) указыва-
ют на сниженную плюрипотентную и нейро-
трофическую способность МСК костного мозга 
пациентов с боковым амиотрофическим склеро-
зом [87]. Кроме того, показано снижение мигра-
ционной способности МСК у пациентов с БАС 
вследствие снижения экспрессии одного их 
внутриклеточного фактора β-PIX, вовлеченного 
в клеточную миграцию, что объясняет неудачи 
клеточной терапии с использованием аутологич-
ных культур [88].

Аллогенная трансплантация возможна вслед-
ствие минимальной иммуногенности МСК. 
In vitro МСК не вызывают пролиферацию, ли-
зис аллогенных Т-клеток и продукцию провос-
палительных цитокинов [85, 97, 128]. In vivo ал-
логенные и ксеногенные МСК не отторгаются 
у мышей, и многочисленные исследования де-
монстрируют, что аллогенные МСК не оттор-
гаются и у человека [59, 101]. Преимуществом 
аллогенных культур является возможность их 
применения при острых состояниях (инфаркт 
миокарда, инсульт или обострение при РС). Бо-
лее того, абсолютно необходимо использовать 
аллогенные МСК при лечении генетических 
заболеваний [86]. Тем не менее, существует не-
сколько практических вопросов, касающихся ис-
пользования аллогенных культур: всесторонняя 
сертификация донорских клеток в отношении 
инфекции и малигнизации; проблематичность 
повторной трансплантации, что рекомендуется 
при РС, возможная сенсибилизация организма 
и образование клеток-памяти, как это показано 
на экспериментальных моделях [163].

Заключение
За последние десятилетия терапевтические 

подходы к лечению РС кардинально изменились. 
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В настоящее время основной целью является 
разработка методов лечения, основанных на ин-
дукции толерантности и активации собственных 
иммунорегуляторных механизмов. Перспектив-
ным направлением селективной антиген-спец-
ифической иммунотерапии является использо-
вание пептидных лигандов, ДНК- и T-клеточной 
вакцинации, а также индукции оральной толе-
рантности. Однако сложности в идентификации 
конкретных эпитопов аутоАг, вовлеченных в ау-
тоиммунный процесс, ограничивают широкое 
внедрение данных методов терапии.

Результаты клинических исследований 
по применению клеточной терапии МСК у паци-
ентов с РС указывают на ее эффективность и без-
опасность. Тем не менее, существует ряд проблем:

– отсутствие унифицированной интерпре-
тации результатов различными исследователь-
скими группами вследствие: а) индивидуальных 
свойств МСК проявлять супрессивную способ-
ность in vitro, что затрудняет прогнозирование их 
возможностей in vivo; б) плейотропного эффекта 
МСК in vivo, который определяется локальным 
микроокружением и теряется при клеточном 
контакте in vitro; в) отсутствия разработанного 
способа, позволяющего сопоставлять способ-
ность МСК снижать Т-клеточную пролиферацию 
с их потенциальным терапевтическим эффектом;

– усовершенствование критериев включения 
и исключения пациентов для клеточной терапии;

– сравнительная эффективность различных 
протоколов трансплантации;

– дальнейшее изучение биологии стволовых 
клеток, механизмов действия, путей миграции 
МСК и др. для оптимизации клинического ис-
пользования клеточных технологий в патогене-
тической терапии РС. 

Демонстрация успешности клеточной тера-
пии при РС возможна только после глубокого 
изучения и понимания биологии и механизмов 
межклеточного взаимоотношения при примене-
нии МСК. Для оценки регуляторного эффекта 
МСК на течение аутоиммунного процесса при 
РС in vivo необходимо создание адекватной in 
vitro модели МСК-индуцированной иммуносу-
прессии. Предварительная in vitro оценка имму-
носупрессивного потенциала МСК у пациентов 
с РС может представлять собой исключительный 
интерес с точки зрения разработки специфиче-
ских методов прогнозирования терапевтической 
эффективности и персонификации протокола 
лечения, что позволит уменьшить число реци-
дивов и, в свою очередь, будет иметь экономиче-
скую и социальную значимость.
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СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ СЕЛЕКТИВНЫХ 
И НЕСЕЛЕКТИВНЫХ АГОНИСТОВ NOD-РЕЦЕПТОРОВ
Дагиль Ю.А., Арбатский Н.П., Алхазова Б.И., Львов В.Л., 
Пащенков М.В.
ФГБУ «Государственный научный центр „Институт иммунологии“» ФМБА России, Москва, Россия

Резюме. Мурамилпептиды – фрагменты бактериального пептидогликана, играющие важную 
роль в активации врожденной иммунной системы. Основой структуры мурамилпептидов является 
остаток N-ацетилмурамовой кислоты (MurNAc), с которым ковалентно связан пептид длиной 2-5 
аминокислотных остатков. Первой аминокислотой пептида обычно является L-аланин, второй – 
D-изоглутамин или D-изоглутаминовая кислота, в четвертой и пятой – D-аланин. Наиболее вариабе-
лен третий аминокислотный остаток, который у грамположительных бактерий чаще всего представ-
лен L-лизином или L-орнитином, а у грамотрицательных – мезо-диаминопимелиновой кислотой 
(meso-DAP). Мурамилпептиды являются перспективными иммуностимуляторами и адъювантами. 
Известно, что основную роль в их распознавании играют рецепторы NOD1 и NOD2. Однако данные 
о рецепторной специфичности ряда распространенных мурамилпептидов отсутствуют или являются 
неполными.

Цель: расширить представления о взаимосвязи между структурой природных и химически моди-
фицированных мурамилпептидов и их селективностью по отношению к рецепторам NOD1 и NOD2.

Исследовали способность природных мурамилпептидов и их производных активировать рецеп-
торы NOD1 и NOD2 человека, для чего использовали новую биологическую тест-систему – моди-
фицированные клетки HEK293T с NF-κB-зависимой экспрессией репортерного гена (люциферазы) 
и нокаутами собственных генов NOD1 и/или NOD2.

Показано, что рецептор NOD2 имеет более широкий спектр естественных агонистов, чем полага-
ли ранее. В частности, NOD2 распознает мурамилпептиды грамотрицательных бактерий, содержа-
щие остаток meso-DAP, ранее считавшиеся неактивными по отношению к этому рецептору. Рецептор 
NOD1 распознает только мурамилпептиды, содержащие остаток meso-DAP, однако этот остаток мо-
жет находиться не только в концевом положении, как считалось ранее, но и внутри пептидной цепи. 
Из этих данных следует, что природные мурамилпептиды, содержащие остаток meso-DAP, обладают 
двойной рецепторной специфичностью (NOD1 и NOD2), т.е. являются неселективными агонистами 
NOD-рецепторов. Разрушение остатка MurNAc устраняет активность этих мурамилпептидов в отно-
шении NOD2, но не влияет на активность в отношении NOD1. Таким образом, модифицированные 
мурамилпептиды, у которых разрушен остаток MurNAc и имеется остаток meso-DAP, являются се-
лективными агонистами NOD1. Природные мурамилпептиды, имеющие интактный остаток MurNAc 
и не содержащие остатка meso-DAP, являются селективными агонистами NOD2.
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Выводы: 1) охарактеризованы основные структурные особенности селективных агонистов NOD1 
и NOD2, а также неселективных агонистов NOD-рецепторов; 2) показана значимость вновь получен-
ных данных для регуляции врожденного иммунного ответа и создания новых иммуностимуляторов 
мурамилпептидной природы.

Ключевые слова: мурамилпептиды, NOD1, NOD2, мезо-диаминопимелиновая кислота, N-ацетилмурамовая кислота, 
хемилюминесценция, CRISPR/Cas9

STRUCTURAL FEATURES OF SELECTIVE AND NON-
SELECTIVE NOD RECEPTOR AGONISTS
Dagil Yu.A., Arbatsky N.P., Alkhazova B.I., Lvov V.L., Pashenkov M.V.
National Research Center “Institute of Immunology”, Federal Medical-Biological Agency of Russia, Moscow, Russian 
Federation

Abstract. Muramyl peptides are fragments of bacterial peptidoglycan playing an important role in the 
activation of innate immune system. Core structure of muramyl peptides is composed of N-acetylmuramic 
acid residue (MurNAc) covalently bound to a peptide consisting of 2-5 amino acid residues. The first residue 
in the peptide chain is usually L-alanine, the 2nd is D-isoglutamine or D-isoglutamic acid, the 4th and 5th are 
D-alanines. The 3rd residue is most variable being represented by L-lysine or L-ornithine in Gram-positive 
bacteria, or by meso-diaminopimelic acid (meso-DAP) in Gram-negative bacteria. Muramyl peptides are 
potential immunostimulants and adjuvants. Two receptors, NOD1 and NOD2, are known to play a central role 
in muramyl peptide recognition. However, the data on NOD receptor specificity for several common muramyl 
peptides are not available or incomplete. 

The goal of this study was to extend knowledge on possible relationships between structure of natural, or 
chemically modified muramyl peptides, and their selectivity towards NOD1 and NOD2 receptors.

We investigated ability of natural muramyl peptides and their derivatives to activate NOD1 and NOD2. To 
this end, we used a novel biological test system, which represents modified HEK293T cells with NF-κB-driven 
reporter gene (luciferase) expression and knock-outs of endogenous NOD1 and/or NOD2 genes. As a result, 
we have shown that NOD2 has a broader spectrum of natural agonists than previously thought. In particular, 
NOD2 recognizes muramyl peptides from Gram-negative bacteria containing a meso-DAP residue, which 
have been considered inactive towards NOD2. NOD1 recognizes only muramyl peptides containing a meso-
DAP residue; however, this molecule should not be exposed as a terminal residue, as thought earlier, but it 
may also be present within the peptide chain. This data imply that natural muramyl peptides containing meso-
DAP have a dual receptor specificity (NOD1 and NOD2), i.e. they are non-selective NOD receptor agonists. 
Destruction of the MurNAc residue eliminates ability of these muramyl peptides to activate NOD2, but has 
no effect on their NOD1 agonism. Hence, modified muramyl peptides containing meso-DAP and a destroyed 
MurNAc residue are selective NOD1 agonists. Natural muramyl peptides featuring an intact MurNAc and no 
meso-DAP are selective NOD2 agonists. 

Conclusions: 1) we have characterized key structural features of selective NOD1 and NOD2 agonists as 
well as non-selective NOD receptors agonists; 2) we show the importance of these new data for understanding 
innate immune response regulation, and for development of novel muramyl peptide immunostimulants.

Keywords: muramyl peptides, NOD1, NOD2, meso-diaminopimelic acid, N-acetylmuramic acid, chemiluminescence, CRISPR/Cas9
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Введение
Мурамилпептиды – это иммуностимулиру-

ющие гликопептиды, представляющие собой 

низкомолекулярные фрагменты пептидогликана 

(ПГ) бактерий. Мурамилпептиды вызывают ин-
терес и как естественные активаторы врожденно-
го иммунитета, и как лекарственные средства [2]. 
В Российской Федерации из этой группы препа-
ратов наиболее известен «Ликопид» [1]. Знания 
о взаимосвязях между структурой и активностью 
мурамилпептидов важны при разработке новых 
препаратов этой группы.
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Строение мурамилпептидов обусловлено 
строением ПГ, фрагментами которого они явля-
ются. Как известно, основу бактериального ПГ 
составляют полисахаридные цепи, образованные 
чередующимися остатками N-ацетилглюкоза-
мина (GlcNAc) и N-ацетилмурамовой кисло-
ты (MurNAc), которые соединены между собой 
β1→4-гликозидными связями [19]. С лактоиль-
ными группами остатков MurNAc ковалентно 
связаны короткие пептиды, состоящие, как пра-
вило, из 2-5 аминокислотных остатков. В 1-м по-
ложении в пептидах обычно находится L-аланин, 
во 2-м – D-изоглутамин или D-изоглутаминовая 
кислота, в 4-м и 5-м – D-аланин. Наиболее ва-
риабельным является 3-е положение, в котором 
у грамположительных бактерий чаще всего при-
сутствует L-лизин или L-орнитин, а у грамотри-
цательных – мезо-диаминопимелиновая кислота 
(meso-DAP) [19]. Отходящие от соседних поли-
сахаридных цепей пептиды могут образовывать 
между собой ковалентные сшивки, придающие 
жесткость молекуле ПГ. У грамположительных 
бактерий такие сшивки образуются, например, 
путем пентаглициновых мостиков между кон-
цевым D-аланином одного пептида и свобод-
ной ε-аминогруппой L-лизина другого пептида. 
У грамотрицательных бактерий сшивки чаще 
осуществляются путем прямой амидной связи 
между концевой COOH-группой одной пептид-
ной цепи и свободной ω-аминогруппой остатка 
meso-DAP другой цепи [19].

Основной путь образования естественных му-
рамилпептидов – расщепление ПГ лизоцимом 
(мурамидазой) и некоторыми бактериальными 
аутолизинами [7, 13]. Эти ферменты разрыва-
ют связи MurNAc–GlcNAc, в результате чего 
образуются мурамилпептиды вида GlcNAc–
MurNAc–пептид. Благодаря наличию межпеп-
тидных сшивок получаются также димерные 
мурамилпептиды вида GlcNAc–MurNAc–пеп-
тид–пептид–MurNAc–GlcNAc. Кроме того, 
в ходе биосинтеза ПГ в бактериях образуются 
мурамилпептиды вида MurNAc–пептид [21]. На-
личие остатка GlcNAc принципиально не влияет 
на биологическую активность мурамилпепти-
дов [12, 13].

Основную роль в распознавании мурамил-
пептидов играют два рецептора врожденной им-
мунной системы – NOD1 и NOD2, находящиеся 
в цитозоле клеток [10, 12, 17]. Сигнальные пути 
от обоих рецепторов ведут к активации фактора 
транскрипции NF-κB и далее к транскрипции 
генов иммунного ответа [4, 20]. По данным лите-
ратуры, спектры агонистов NOD1 и NOD2 не пе-
рекрываются. NOD1 избирательно распознает 

мурамилпептиды грамотрицательных бактерий, 
оканчивающиеся остатком meso-DAP или ее 
ближайших стерических аналогов [12]. NOD2 
распознает мурамилпептиды грамположитель-
ных бактерий с концевым остатком L-лизина 
или L-орнитина, а также мурамилдипептид 
MurNAc – L-Ala – D-isoGln (МДП), который 
является структурным элементом ПГ всех бакте-
рий [12]. Однако перечисленные агонисты NOD1 
и NOD2, имеющие 2-3 аминокислотных остатка 
в пептидной цепи, составляют лишь небольшую 
часть естественного пула мурамилпептидов [8, 
19]. Гораздо чаще встречаются мурамилпепти-
ды с 4-5 аминокислотными остатками, а также 
димеры [19]. Считается, что эти виды мурамил-
пептидов не активируют NOD1 и NOD2 челове-
ка [10, 15]. Однако работы, в которых изучалась 
рецепторная специфичность мурамилпептидов, 
обладали рядом недостатков: 1) мурамилпептиды 
использовались в наномолярных концентрациях, 
тогда как микромолярный диапазон практически 
не был исследован; 2) использовались клеточ-
ные модели, в которых искусственно создавали 
нефизиологично высокую экспрессию NOD1 
и NOD2, что затрудняет интерпретацию резуль-
татов [12].

Недавно нами была создана новая экспери-
ментальная модель для оценки биологической 
активности мурамилпептидов in vitro [6]. Ее осно-
ву составляет клеточная линия 293Luc, получен-
ная из широко известной линии HEK293T путем 
стабильной интеграции в ее геном репортерно-
го гена (люциферазы) под контролем NF- κB-
зависимого промотера. Благодаря естественной 
экспрессии генов NOD1 и NOD2 линия 293Luc 
отвечает на стимуляцию мурамилпептидами, что 
выражается в повышении экспрессии люцифера-
зы. С помощью технологии CRISPR-Cas9 на ос-
нове клеток 293Luc были получены три клеточ-
ных клона с нокаутами генов NOD1, NOD2 и с 
двойным нокаутом. Эти клоны позволяют оце-
нить специфичность мурамилпептидов в отно-
шении NOD1 и NOD2. Целью настоящей работы 
было изучение активности расширенной пане-
ли мурамилпептидов и их производных, взятых 
в микромолярных концентрациях, по отноше-
нию к рецепторам NOD1 и NOD2.

Материалы и методы
Реагенты
Упрощенные формулы мурамилпептидов и их 

производных, использованных в работе, при-
ведены на рисунке 1. Нативные мурамилпеп-
тиды МтриДАП (MurNAc – L-Ala – D-isoGlu – 
meso-DAP), МДП (MurNAc – L-Ala – D-isoGln) 
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и МтриЛИЗ (MurNAc – L-Ala – D-isoGln – 
L-Lys), которые являются полными синтетиче-
скими аналогами природных мурамилпептидов, 
были закуплены у Invivogen (США). Нативные 
мурамилпептиды ГМтри (GlcNAc – MurNAc – 
L-Ala – D-isoGlu – meso-DAP), ГМтетра 
(GlcNAc – MurNAc – L-Ala – D-isoGlu – meso-
DAP – D-Ala) и диГМтетра (димер ГМтетра, 
в котором мономеры связаны путем амидной 
связи между D-Ala одного мономера и meso-DAP 
другого) были получены из ПГ грамотрицатель-
ной бактерии Salmonella typhi путем гидролиза 
ПГ лизоцимом, как описано ранее [6, 16]. Вос-
становленные производные ГМтри и ГМтетра 
(ГМтри-в и ГМтетра-в) получали путем обра-
ботки нативных мурамилпептидов боргидридом 
натрия [3, 6]. Лактоильные производные ГМтри, 
ГМтетра и диГМтетра (ЛАКтри, ЛАКтетра и ди-
ЛАКтетра) получали в реакции бета-элиминации 
путем обработки нативных мурамилпептидов ги-
дроксидом аммония [12, 16]. Молекулярные мас-
сы и чистота всех полученных соединений были 
подтверждены с помощью масс-спектрометрии 
ESI-TOF. Дипептид D-isoGlu – meso-DAP (iE-
DAP) был куплен у Invivogen, рекомбинантный 
фактор некроза опухолей (TNF) человека – у Life 
Technologies (Великобритания).

Культивирование и стимуляция клеточной линии 
293Luc и ее производных

Получение клеточной линии 293Luc и ее 
производных клонов 293Luc-ΔNOD1, 293Luc-
ΔNOD2 и 293Luc-ΔNOD1/2 с нокаутами NOD1, 
NOD2 и с двойным нокаутом подробно описано 
ранее [6]. Все клетки вели в среде DMEM (Па-
нэко, Россия) с добавлением 2 мМ L-глутамина 
(Sigma, США), 10% фетальной телячьей сыворот-
ки (GE Healthcare, США) и 200 мкг/мл гигроми-
цина B (Life Technologies). Клетки пассировали 
каждые 3-4 дня. За 2 сут. до стимуляции клетки 
переносили в 96-луночные плоскодонные план-
шеты (SPL Life Sciences, Корея) в количестве 10 
тыс. на 100 мкл культуральной среды. Стимуля-
цию клеток мурамилпептидами и их производны-
ми делали в дублях или триплетах. В лунки отри-
цательного контроля добавляли DMEM, в лунки 
положительного контроля – TNF до конечной 
концентрации 100 нг/мл. Через 24 ч. во все лунки 
добавляли лизирующий раствор с люцигенином 
(BrightGlo, Promega, США). Лизаты переноси-
ли в планшеты из белого пластика и анализиро-
вали на планшетном хемилюминометре Lucy II 
(Anthos, Австрия). Первичные данные выражали 
в относительных световых единицах. Чтобы кор-
ректно сопоставить четыре типа клеток, исполь-
зованных в работе, ответы каждого типа клеток 

на исследуемые вещества пересчитывали по от-
ношению к ответу этих же клеток на TNF (кото-
рый принимали за 100%) и без стимуляции (0%). 
Каждое вещество тестировали минимум в 3 неза-
висимых опытах.

Статистика
Результаты представляли в виде M±σ. Ста-

тистический анализ проводили с помощью 
t-теста Стьюдента в программе GraphPad InStat 
(GraphPad Software, США).

Результаты
Контролями во всех опытах служили iE-DAP 

(наименьший по размеру агонист NOD1 [5]), 
МДП (наименьший по размеру агонист NOD2 
[11]) и TNF (положительный контроль). Кле-
точная линия 293Luc отвечала все три агониста 
(рис. 2А, Б). Клетки 293Luc-ΔNOD1 не отвечали 
на iE-DAP при сохранном ответе на МДП и TNF. 
Клетки 293Luc-ΔNOD2 не отвечали на МДП 
при сохранном ответе на iE-DAP и TNF. Клетки 
293Luc-ΔNOD1/2 отвечали только на TNF. Та-
ким образом, в клетках 293Luc функционируют 
и NOD1, и NOD2, в клетках 293Luc-ΔNOD1 – 
только NOD2, в клетках 293Luc-ΔNOD2 – только 
NOD1, а в клетках 293Luc-ΔNOD1/2 – ни NOD1, 
ни NOD2.

Далее, используя линию 293Luc, исследова-
ли активность 6 нативных мурамилпептидов: 
МтриДАП, ГМтри, ГМтетра, диГМтетра, Мтри-
ЛИЗ и МДП (рис. 1). Из них первые 4 характер-
ны для грамотрицательных бактерий и содержат 
остаток meso-DAP; при этом МтриДАП и ГМтри, 
содержащие meso-DAP в концевом положении, 
рассматриваются как специфические агонисты 
NOD1, а ГМтетра и диГМтетра считаются неак-
тивными по отношению к NOD1 и NOD2 чело-
века [10, 12, 15]. МтриЛИЗ и МДП характерны, 
соответственно, для грамположительных бакте-
рий и для всех бактерий; оба не содержат meso-
DAP и считаются специфическими агонистами 
NOD2 [12]. Как видно из рисунка 3А, все пере-
численные мурамилпептиды, взятые в микро-
молярных концентрациях, индуцировали экс-
прессию люциферазы в клетках 293Luc. Ни один 
из этих мурамилпептидов, взятых в наивысшей 
концентрации (50 мкМ), не индуцировал люци-
феразу в клетках 293Luc-ΔNOD1/2 (данные не 
показаны). Таким образом, все исследованные 
мурамилпептиды, в том числе ГМтетра и диГ-
Мтетра, активируют NOD1 и/или NOD2.

Активацию NOD2 изучали на клетках 293Luc-
ΔNOD1. Активаторами NOD2 оказались все 6 на-
тивных мурамилпептидов (рис. 3А), в том числе 
4 мурамилпептида, содержащие остаток meso-
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Рисунок 1. Упрощенные формулы мурамилпептидов и их производных, использованных в работе
Примечание. GlcNAc – N-ацетил-D-глюкозамин, MurNAc – N-ацетил-D-мурамовая кислота, L-Ala и D-Ala – L- и D-аланин, D-isoGlu – 
D-изоглутаминовая кислота, D-isoGln – D-изоглутамин, L-Lys – L-лизин, meso-DAP – мезо-диаминопимелиновая кислота.
Figure 1. Simplified formulas of muramyl peptides and their derivatives used in this study
Note. GlcNAc, N-acetyl-D-glucosamine; MurNAc, N-acetyl-D-muramic acid; L-Ala and D-Ala, L- and D-alanin; D-isoGlu, D-isoglutaminic acid; 
D-isoGln, D-isoglutamine; L-Lys, L-Lysine; meso-DAP, Mesodiaminopimelic acid.
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Рисунок 2. Типовой опыт, демонстрирующий индукцию люциферазы в клетках 293Luc, 293Luc-ΔNOD1, 293Luc-
ΔNOD2 и 293Luc-ΔNOD1/2 при стимуляции специфическими агонистами NOD1 и NOD2 (А) и TNF (Б)
Примечание. iE-DAP использовали в концентрации 300 мкМ, МДП – 1 мкМ, TNF – 100 нг/мл. Показаны значения M±σ триплетов.
Figure 2. Typical experiment showing luciferase activity in 293 Luc, 293Luc-ΔNOD1, 293Luc-ΔNOD2, or 293Luc-ΔNOD1/2 cells 
induced by specific NOD1 and NOD2 agonists (А), or by TNF (B)
Note. iE-DAP was used at a concentration of 300 μM, MDP, at 1 μM, TNF, at 100 ng/mL. M±σ values are shown for the triplets.

DAP (МтриДАП, ГМтри, ГМтетра и диГМтетра). 
Однако мурамилпептиды с meso-DAP активи-
ровали NOD2 только при достаточно высоких 
концентрациях (10 мкМ и выше), тогда как мура-
милпептиды, не содержащие meso-DAP (МДП, 
МтриЛИЗ), были активны уже в концентрации 
1 мкМ (рис. 3Б) и ниже (данные не показаны). 
Длина пептидной цепи, очевидно, не наклады-
вает существенных ограничений на активность 
в отношении NOD2, поскольку может варьиро-
вать по крайней мере от 2 до 8 аминокислотных 
остатков (у МДП и диГМтетра соответственно).

В полном соответствии с литературными 
данными [12], ключевой структурной особен-
ностью агонистов NOD2 является нативная 
конформация остатка MurNAc (D-пираноза). 
Так, восстановленные производные ГМтри-в и 
ГМтетра-в отличаются от нативных аналогов тем, 
что у них свободная альдегидная группа (-COH) 
в остатке MurNAc восстановлена до -CH2OH, что 
делает невозможным образование пиранозно-
го кольца (рис. 1). У лактоильных производных 
(ЛАКтри, ЛАКтетра, диЛАКтетра) полностью 
отщеплена углеводная часть и сохранена толь-
ко лактоильная группа остатка MurNAc (рис. 1). 
Как восстановленные, так и лактоильные про-
изводные мурамилпептидов в концентрациях  
50 мкМ не активируют NOD2 (рис. 3В). Дипеп-
тид iE-DAP не активирует NOD2 даже в концен-
трации 300 мкМ (рис. 2А).

Активацию рецептора NOD1 изучали на клет-
ках 293Luc-ΔNOD2. Как видно из рисунка 3Г, ак-
тиваторами NOD1 являются только мурамилпеп-

тиды, содержащие остаток meso-DAP, поскольку 
мурамилпептиды без meso-DAP (МДП и Мтри-
ЛИЗ) не активируют NOD1 даже в концентрации 
50 мкМ. Однако остаток meso-DAP не обязатель-
но должен быть экспонирован на конце молеку-
лы, как считалось ранее [12, 15], поскольку ак-
тивностью в отношении NOD1 обладают также 
ГМтетра и диГМтетра (рис. 3Г). Тем не менее, 
видно, что ГМтетра и диГМтетра являются ме-
нее мощными агонистами NOD1, чем ГМтри 
и МтриДАП, в которых meso-DAP занимает кон-
цевое положение.

В отличие от NOD2, рецептор NOD1 распоз-
нает производные мурамилпептидов с разрушен-
ной или полностью удаленной углеводной частью 
(рис. 3Д). Так, ГМтри-в активирует NOD1 даже 
несколько сильнее, чем ГМтри или МтриДАП. 
ЛАКтри, ЛАКтетра и диЛАКтетра тоже в целом 
сопоставимы, соответственно, с ГМтри, ГМте-
тра и диГМтетра по способности активировать 
NOD1 (рис. 3Д).

Для наглядности сравнительная актив-
ность всех исследованных соединений показа-
на на двумерном графике (рис. 3Е), где можно 
выделить 3 группы веществ. Первую группу со-
ставляют производные мурамилпептидов с из-
мененным/отсутствующим остатком MurNAc 
и с наличием остатка meso-DAP (ГМтри-в, ЛАК-
три, ГМтетра-в, ЛАКтетра и диЛАКтетра). Это 
селективные агонисты NOD1. Вещества, в ко-
торых meso-DAP находится в концевом поло-
жении (ГМтри-в, ЛАКтри), более активны, чем 
остальные представители этой группы. Вторую 
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Рисунок 3. Активность нативных мурамилпептидов и их производных по отношению к рецепторам NOD1 и NOD2 
человека
Примечание. А-В – клетки 293Luc, 293Luc-ΔNOD1 и 293Luc-ΔNOD2 стимулировали указанными нативными мурамилпептидами 
в 3 различных концентрациях в течение 24 ч., после чего измеряли активность люциферазы.  
Г и Д – сопоставление активности нативных и модифицированных мурамилпептидов (все в концентрации 50 мкМ) 
по отношению к рецепторам NOD2 (Г) и NOD1 (Д).  
На графиках А-Д показаны M±σ, от 3 до 10 экспериментов на точку.  
* – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001 при сравнении с нестимулированными клетками t-тестом Стьюдента для одного образца.  
Согласно методике расчета, ответ нестимулированных клеток всегда составлял 0%, ответ на TNF – 100%.  
Е – активность исследованных соединений по отношению к NOD1 и NOD2 показана на двумерном графике (пояснения – см. 
в тексте), использованы средние значения из рисунка 3Г и 3Д, все агонисты в концентрации 50 мкМ.  
Селективные агонисты NOD1 обозначены ромбами, селективные агонисты NOD2 – кружками, двойные агонисты – квадратами.
Figure 3. Activity of native muramyl peptides and their derivatives for human NOD1 and NOD2 receptors
Note. Plots A to С, 293 Luc cells, 293Luc-ΔNOD1 or 293Luc-ΔNOD2 cells stimulated by native muramyl peptides at 3 different concentrations for 
24 hours, followed by measuring luciferase activity.  
D and E, comparative activity for native and modified muramyl peptides (at a concentration of 50 μM) for NOD2 (D) и NOD1 (E). At the graphs А to 
E, M±σ values are shown (3 to 10 independent experiments per data point).  
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, compared with non-stimulated cells by Student t test for a single sample.  
According to the calculation approach, response of non-stimulated cells was taken as 0%, TNF-induced response was 100%.  
F, activity for NOD1 and NOD2 of the compounds studied is shown at the 2-dimensional graph (for explanations, see text). Mean values from the 
3D и 3E are used , all agonists are applied at the concentration of 50 μM.  
Selective NOD1 agonists are indicated as rhombi; selective NOD2 agonists, circles; double agonists are shown by squares.
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группу составляют мурамилпептиды с натив-
ным остатком MurNAc и без meso-DAP (МДП, 
МтриЛИЗ). Это селективные агонисты NOD2. 
Третью группу составляют мурамилпептиды с на-
тивным остатком MurNAc и с наличием остатка 
meso-DAP. Это вещества с двойным агонизмом 
(NOD1+NOD2). При этом, как и в первой груп-
пе, активность в отношении NOD1 выше у мура-
милпептидов с концевым положением meso-DAP 
(ГМтри, МтриДАП).

Обсуждение
В отличие от предшествующих работ по ре-

цепторной специфичности мурамилпепти-
дов, в настоящей работе использована клеточ-
ная модель с естественной экспрессией NOD1 
и NOD2, а также исследованы микромолярные 
концентрации мурамилпептидов. Важно, что 
Kd-связывание рецептора NOD1 с агонистами 
лежит именно в микромолярном диапазоне [14] 
(для NOD2 данные о Kd пока отсутствуют).

Полученные данные несколько видоизменя-
ют существующие представления о рецепторной 
специфичности мурамилпептидов. Так, акти-
ваторами NOD2 являются различные нативные 
мурамилпептиды, независимо от наличия/отсут-
ствия остатка meso-DAP и от длины пептидной 
цепи. Ключевым условием для активации NOD2 
является наличие пиранозного кольца в остатке 
MurNAc. Таким образом, NOD2 является уни-
версальным сенсором ПГ не только потому, что 
узнает МДП – общий структурный мотив всех 
ПГ [11], но и потому, что способен распознавать 
разнообразные – возможно, любые – нативные 
мурамилпептиды грамположительных и грам-
отрицательных бактерий.

Активаторами рецептора NOD1 являют-
ся только мурамилпептиды с остатком meso-
DAP. Однако, по нашим данным, активностью 
в отношении NOD1 обладают все meso-DAP-
содержащие мурамилпептиды, а не только те, 
у которых meso-DAP экспонирован на конце мо-
лекулы (хотя последние более активны). Нали-
чие остатка MurNAc и нативность его структуры 
не являются обязательными свойствами агони-
стов NOD1, что согласуется с данными литерату-
ры [5, 12].

Полученные данные показывают, что рецеп-
тор NOD2 играет незаменимую роль в распозна-
вании мурамилпептидов, тогда как NOD1 в из-
вестной степени избыточен. NOD2 абсолютно 
необходим для распознавания мурамилпептидов 
грамположительных бактерий, таких как Мтри-
ЛИЗ, поскольку такие мурамилпептиды даже 
в высоких концентрациях не активируют NOD1. 
С другой стороны, meso-DAP-содержащие мура-

милпептиды грамотрицательных бактерий, явля-
ющиеся агонистами NOD1, могут активировать 
и NOD2, хотя и с меньшей эффективностью. 
Возможно, именно поэтому инактивирующие 
мутации NOD2 проявляются фенотипически 
в виде воспалительных заболеваний кишечни-
ка [17], тогда как мутации NOD1 не имеют четких 
клинических проявлений.

Продемонстрированная в работе связь между 
ключевыми химическими особенностями мура-
милпептидов и их активностью (рис. 3Е) имеет 
значение и для разработки иммуностимуляторов 
мурамилпептидной природы. Хотя сигнальные 
пути NOD1 и NOD2 весьма схожи [4], распре-
деление этих двух рецепторов в клетках и тканях 
существенно различается, что следует учитывать 
при прогнозировании биологических эффектов. 
NOD2 высоко экспрессируется в клетках Пане-
та подвздошной кишки и в моноцитах крови, где 
значительно преобладает над NOD1 [6, 9]. NOD1 
широко представлен в различных эпителиальных 
и мезенхимальных клетках, где NOD2 практиче-
ски отсутствует [22]. Ряд клеток врожденной им-
мунной системы, в частности макрофаги и ден-
дритные клетки, экспрессируют в равной степени 
и NOD1, и NOD2 [6, 9]. Таким образом, клетки-
мишени NOD1-агонистов находятся в основном 
на тканевом уровне, тогда как мишени NOD2-
агонистов – как в тканях, так и в системной 
циркуляции. Нативные meso-DAP-содержащие 
мурамилпептиды грамотрицательных бактерий, 
являясь веществами с двойной рецепторной 
специфичностью (NOD1+NOD2), вероятно, бу-
дут оказывать более мощное и генерализован-
ное действие на иммунную систему, чем другие 
мурамилпептидные препараты. Однако, учиты-
вая возможные побочные эффекты активации 
NOD1, в частности индукцию резистентности 
к инсулину [18], следует отдавать предпочтение 
местному применению таких мурамилпептидов 
с целью повышения антимикробных свойств 
эпителиальных клеток. При необходимости 
meso-DAP-содержащие мурамилпептиды могут 
быть конвертированы в специфические агонисты 
NOD1 путем восстановления или элиминации 
остатка MurNAc. Для системного применения, 
вероятно, более безопасны специфические аго-
нисты NOD2, действие которых сфокусировано 
на «профессиональных» клетках врожденного 
иммунитета – моноцитах, макрофагах, дендрит-
ных клетках. 

Таким образом, в работе получены новые дан-
ные о рецепторной специфичности мурамилпеп-
тидов, которые имеют значение для понимания 
роли NOD1 и NOD2 во врожденном иммунитете, 
а также механизмов действия мурамилпептидных 
иммуностимуляторов.
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СРАВНИТЕЛЬНО МОРФОЛОГИЧЕСКОЕ ИЗУЧЕНИЕ 
КОЛИЧЕСТВЕННЫХ СООТНОШЕНИЙ ЛИМФОЦИТОВ 
РАЗНЫХ СТАДИЙ ЗРЕЛОСТИ В ТИМУСЕ 
НЕПОЛОВОЗРЕЛЫХ ПОЗВОНОЧНЫХ
Юрчинский В.Я., Морева Л.А.
ФГБОУ ВО «Смоленский государственный университет», г. Смоленск, Россия

Резюме. Основная задача тимуса, как центрального органа лимфоидной системы, заключается 
в формировании пула иммунокомпетентных аутотолерантных тимоцитов. Процесс дифференциров-
ки лимфоцитов в тимусе во многом зависит от уровня организации животного и особенностей среды 
его обитания. Однако, к настоящему моменту, по причине дефицита сравнительно морфологических 
работ, малоизученным оказывается вопрос изменчивости морфологических показателей лимфоид-
ного компонента тимуса у представителей различных классов наземных позвоночных животных. 
Поэтому основная цель нашей работы заключалась в выявлении подобных зависимостей. В рамках 
данного исследования всего изучено 212 препаратов тимуса позвоночных животных, относящихся 
к классам: Земноводные (Amphibia), Пресмыкающиеся (Reptilia), Птицы (Aves), Млекопитающие 
(Mammalia), включая человека. Обнаружено, что морфологические показатели, отражающие харак-
теристики процессов дифференцировки и созревания лимфоцитов в тимусе, в значительной степе-
ни определяются теми адаптивными изменениями, которые возникали в эволюции позвоночных 
во время формирования истинной наземности и теплокровности. По этой причине, при сравнении 
земноводных и пресмыкающихся, а также пойкилотермных позвоночных с гомойотермными, были 
обнаружены существенные, по мнению авторов, отличия в количестве тимоцитов разных стадий зре-
лости, наполняющих корковое и мозговое вещество тимуса, а также отличия в интенсивности деле-
ния тимоцитов. В свою очередь, сопоставление митотического индекса тимоцитов всех позвоночных, 
представленного сравнительно морфологического ряда, показало, что интенсивность пролиферации 
данных клеток в первую очередь зависит от энергетической емкости организма. Однако специфиче-
ские адаптации, связанные с формированием определенной жизненной формы (например адаптации 
птиц к полету), также оказывают значительно влияние на интенсивность деления тимоцитов в тиму-
се. Определены морфологические особенности, характерные для тимуса человека, а также выявлены 
возможные причины подобных отличий. Обнаружено, что по морфологическим показателям лимфо-
идного компонента, тимус человека в большей степени схож с тимусом холоднокровных позвоноч-
ных, что проявляется уже на ранних стадиях онтогенеза. По мнению авторов статьи, такая ситуация 
связана с тем, что человек находится под воздействием пресса неблагоприятных антропогенных фак-
торов, которые и приводят к некоторому отклонению морфологии тимуса человека от нормы, харак-
терной для млекопитающих естественной среды обитания. 

Ключевые слова: тимус, Т-лимфоциты, позвоночные животные, сравнительная морфология
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COMPARATIVE MORPHOLOGICAL STUDY OF QUANTITATIVE 
RATIOS OF LYMPHOCYTES AT DIFFERENT MATURITY STAGES 
IN THYMUS OF IMMATURE VERTEBRATES
Yurchinsky V.Ya., Moreva L.A.
Smolensk State University, Smolensk, Russian Federation

Abstract. The main function of thymus, a central organ of lymphoid system, is to form a pool of 
immunocompetent autotolerant thymocytes. The process of lymphocyte differentiation within thymus largely 
depends on organization level of the vertebral animal and its environment (habitat). So far, variability of 
morphological parameters of lymphoid component in thymus have been poorly studied for distinct representatives 
of various terrestrial vertebrate, due to the lack of comparative morphological studies. Therefore, the main 
purpose of our work was to identify this kind of dependences. In this study, on the example of prepubertal 
representatives belonging to four classes of vertebrate animals (Chordata, Vertebrata) including humans, we 
conducted a comparative morphological study of variability for main micromorphological parameters of 
lymphoid components in thymus gland. We have studied 212 preparations of thymus glands from 4 classes 
of vertebrate animals: Amphibia, Reptilia, Aves, Mammalia. The changes in total amount of thymocytes were 
studied for cortical and medullary substance of thymus gland. Percentage of thymocytes at different maturity 
stages, and mitotic thymocyte indexes were also studied. 

On the basis of these data, a conclusion was made about differences in intensity of processes, connected 
with maturation and proliferation of lymphoid cells in thymus gland of distinct animals which are different 
in organization level and habitat could be determined by with different influence of adaptive changes which 
occurred in the course of evolution of vertebrates during. It was found that the morphological parameters 
reflecting the characteristics of the differentiation processes and maturation of lymphocytes in thymus are 
largely determined by adaptive changes that arose in the vertebrate evolution during the formation of true 
terrestrial and warm-bloodedness. Comparison of amphibians and reptiles, as well as cold-blooded beings 
with warm-blooded animals revealed differences in the number of thymocytes at different maturity levels 
in cortical and medullary zones, as well as differences in thymocyte division rates. In turn, comparison of 
mitotic index for the thymocytes of all vertebrates, within this morphological range, showed that intensity of 
thymocyte proliferation primarily depends on the energy capacity of the given organism. However, specific 
adaptations associated with evolution to a distinct certain living form (for example, adaptation of birds to flight) 
also exerts a significant effect upon rates of thymocyte division. Morphological features characteristic to the 
human thymus were determined, and possible causes of such differences were identified. It was found, that 
morphological parameters of the lymphoid component in human thymus are more similar to those of thymus 
from cold-blooded vertebrates which is already evident from early stages of ontogeny. We guess that this finding 
may be explained by exposure of humans to numerous unfavorable anthropogenic factors, which lead to some 
deviation of thymic morphology from the values, which are observed in mammals from the natural habitat. The 
obtained data are of interest for theoretical and practical biology and medicine. 
Keywords: thymus gland, T lymphocytes, vertebrates, comparative morphology

Введение
В филогенезе позвоночных происходило по-

ступательное совершенствование иммунной си-
стемы [13]. В результате чего морфология тимуса 
может значительно отличаться у представителей 
разных классов [16]. Изменчивость показателей 
иммунной системы у животных экологически 
целесообразна и сочетается с индивидуальны-
ми особенностями биологии группы [18, 19]. 
Однако нарастание отличий строения и функ-
ций тимуса между примитивными и развиты-
ми группами позвоночных не может быть бес-
конечным, поскольку данный орган выполняет 
вполне определенные, сходные у всех животных 
функции, связанные с обеспечением организ-
ма пулом аутотолерантных, иммунокомпетент-
ных Т-лимфоцитов [1, 3, 4, 9, 12, 14]. В настоя-
щее время в доступной литературе недостаточно 
данных, на основе которых можно судить о том, 

какие сходства и отличия лимфоидной состав-
ляющей тимуса сформировались у позвоночных. 
Глубинные причины и механизмы данных отли-
чий неизвестны, что сужает наши представления 
не только о морфологии тимуса, но и ограничи-
вает понимание адаптивных возможностей им-
мунитета в целом [8].

Поэтому основная цель данной работы заклю-
чалась в сравнительно-морфологическом изуче-
нии количественных соотношений тимоцитов 
разных стадий зрелости в тимусе наземных по-
звоночных естественной среды обитания, вклю-
чая человека.

Материалы и методы
Исследование тимуса проводили на примере 

14-ти видов неполовозрелых позвоночных, от-
носящихся к четырем классам: класс Земновод-
ные (Amphibia): Лягушка прудовая (Rana esculenta, 
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n 18), Лягушка травяная (R. temporaria, n 14), 
Лягушка остромордая (R. terrestris, n 18); класс 
Пресмыкающиеся (Reptilia): Ящерица прыткая 
(Lacerta agilis, n 18), Гадюка обыкновенная (Vipera 
berus, n 12), Уж обыкновенный (Natrix natrix, n 18); 
класс Птицы (Aves): Голубь сизый (Columba livia, 
n 18), Галка обыкновенная (Corvus monedula, n 6), 
Мухоловка серая (Muscicapa striata, n 8); класс 
Млекопитающие (Mammalia): Бурозубка обык-
новенная (Sorex araneus, n 18), Бурозубка средняя 
(S. caecutiens, n 12), Рыжая полевка (Clethrionomys 
glareolus, n 18), Мышь лесная (Apodemus uralensis, 
n 16), Человек (Homo sapiens, n 18). 

Возраст животных определялся по обще-
принятым методикам [2, 20, 21]. Исследование 
проводили на примере неполовозрелых особей: 
земноводные и пресмыкающиеся 1-2 года, пти-
цы 1-3 года, насекомоядные млекопитающие 2-5 
месяцев, грызуны 1-1,5 месяца. Отлов животных 
осуществляли в экосистемах, не нарушенных 
антропогенным воздействием. Возраст человека 
определяли согласно классификации, принятой 
на 7-й Всесоюзной конференции по возрастной 
морфологии, физиологии и биохимии в 1965 
году. Для исследования тимуса человека исполь-
зовали материал, набранный на базе отделения 
клинической патологии при Смоленском об-
ластном институте патологии. Исследовали но-
ворожденных обоего пола, погибших вследствие 
родовой травмы или насильственных причин. 
Весь секционный материал тщательно отбирали 
по анамнезу с целью исключения причин смер-
ти, которые могли бы существенно изменить 
структуру тимуса. Всего изучено 212 препаратов 
неполовозрелых позвоночных. Эвтаназию жи-
вотных осуществляли передозировкой эфирным 
наркозом (ЗАО «Вектон») в соответствии с тре-
бованиями Министерства здравоохранения Рос-
сийской Федерации к работе экспериментально-
биологических клиник, а также «Европейской 
конвенции по защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментов или в научных 
целях» (Страсбург, 1986). Тимус, изъятый сразу 
после эвтаназии, взвешивали и измеряли. Доли 
тимуса фиксировали 10% нейтральным фор-
малином, обезвоживали и заливали в парафин 
по стандартной методике. Срезы тимуса (5 мкм) 
окрашивали гематоксилином и эозином, а также 
азур-эозином по Романовскому–Гимзе. Съемку 
препаратов проводили с использованием систе-
мы визуализации Sony Toup Сam 5.1. ("Touptek", 
Китай), установленной на микроскопе Микро-
мед 3 Professional («Микромед», Китай). Мор-
фометрические исследования препаратов тимуса 
проводили с помощью компьютерной програм-
мы на базе цифровой камеры Toupcam 5.0. При 
изучении цитоконструкции тимуса подсчет ко-
личества больших, средних и малых тимоци-
тов в корковом и мозговом веществе тимуса, а 
также общего количества тимоцитов проводили 
на условной единице площади в 0,1 мм2 (ок. × 10, 
об. × 60 под масляной иммерсией) на цифровых 

фотографиях. Для каждого препарата оценива-
ли 10 полей зрения. Количество митозов в кор-
ковой зоне и мозговом веществе (митотический 
индекс – МИ) определяли на 1000 зарегистри-
рованных клеток (ок. × 15, об. × 90 под масляной 
иммерсией). Результаты обрабатывали статисти-
чески с вычислением среднего арифметическо-
го, стандартной ошибки, дисперсии. Значимость 
различий между сравниваемыми группами оце-
нивали методами параметрической и непараме-
трической статистики (t-критерий Стьюдента, 
U-критерий Манна–Уитни и тест Краскела–
Уоллиса). Анализ распределения признаков 
на нормальность проводили с использованием 
критериев Лиллиефорса и Шапиро–Уилка, а ус-
ловие равенства дисперсий выборок проверяли 
по критерию Левена. 

Результаты
У всех позвоночных, независимо от уров-

ня организации и среды обитания, в корковом 
и мозговом веществе тимуса наблюдается коли-
чественное преобладание клеток более поздних 
стадий зрелости над менее дифференцированны-
ми элементами лимфоидного ряда (табл. 1). 

Эта закономерность усиливается при переходе 
от коркового вещества к мозговому, а также при 
переходе от примитивных представителей ряда 
(земноводные) к более развитым (теплокровные 
позвоночные). Так, в коре тимуса у холоднокров-
ных позвоночных количество больших, средних 
и малых тимоцитов соотносится как 1:1,5:2, тог-
да как в мозговом веществе тимуса увеличивает-
ся количество средних и особенно малых тимо-
цитов, и соотношение становится равным 1:2:5. 
В корковом веществе тимуса мелких млекопи-
тающих и птиц по сравнению с примитивными 
позвоночными количество зрелых тимоцитов 
увеличивается. Соотношение клеток оказыва-
ется равным 1:2:5, что совпадает с показателями 
мозгового вещества тимуса холоднокровных по-
звоночных. В свою очередь, в мозговом веществе 
тимуса теплокровных животных, соотношение 
клеток существенно изменяется в сторону увели-
чения зрелых тимоцитов: 1:5:11. По сравнению 
с другими теплокровными позвоночными, оби-
тателями природной среды, в коре и мозговом 
веществе тимуса человека количество больших 
и средних тимоцитов оказывается наиболее вы-
соким, тогда как по численности малых тимоци-
тов коркового вещества тимуса человек уступает 
птицам и млекопитающим животным (табл. 1). 
В результате соотношение клеток разных стадий 
зрелости в тимусе человека в большей степени 
напоминает таковое у холоднокровных позво-
ночных: 1:1,5:2,5 в коре и 1:2:5 в мозговом веще-
стве (табл. 1). 

Наиболее значительным количественное пре-
обладание малых тимоцитов над большими на-
блюдается в корковом веществе тимуса мелких 
млекопитающих и особенно птиц, соответствен-
но, в 4 и 6 раз (табл. 1). Однако у человека, а так-
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ТАБЛИЦА 1. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ СООТНОШЕНИЕ ЛИМФОЦИТОВ РАЗНЫХ СТАДИЙ ЗРЕЛОСТИ В ТИМУСЕ 
ПОЗВОНОЧНЫХ (x±SX)
TABLE 1. QUANTITATIVE RATIO OF THYMIC LYMPHOCYTES AT DIFFERENT MATURITY STAGES IN DIFFERENT CLASSES OF 
VERTEBRATES (x±SX)

Кора (S = 0,1мм2)
Cortex

Мозговое вещество (S = 0,1 мм2)
Medullary substance

большие 
тимоциты

large 
thymocytes

средние 
тимоциты

medium-sized 
thymocytes

малые 
тимоциты

small 
thymocytes

большие 
тимоциты

large 
thymocytes

средние 
тимоциты 

medium-sized 
thymocytes

малые 
тимоциты

medium 
thymocytes

Amphibia 67,73±5,4b, d, e

21,98%
93,08±8,8b, c, d, e

30,21%
147,31±10,2b, c, d, e

47,81%
17,9±2,2b, e

12,83%
40,89±3,3b, c, d, e

29,31%
80,74±6,9b, c, d, e

57,86%

Reptilia 98,43±7,6a, c, e

21,09%
143,32±11,6a, d, e

30,71%
224,95±19,8a, c, d, e

48,20%
33,85±4,1a, c, d, e

12,66%
72,93±6,9a, c, d, e

27,28%
160,57±11,4a, c, d, e

60,06%

Aves 69,53±5,1b, d, e

10,65%
148,86±10,5a, d, e

22,80%
434,49±32,9a, b, e

66,55%
19,83±1,8b, e

5,85%
93,71±8,2a, b

27,65%
225,38±15,9a, b

66,50%

Mammalia 95,16±8,4a, c, e

13,55%
194,19±15,7a, b, c

27,65%
412,96±33,7a, b, e

58,80%
19,56±1,8b, e

5,80%
97,65±8,5a, b

28,95%
220,10±18,8a, b

65,25%

H. sapiens 138,03±8,9a, b, c, d

20,30%
201,88±19,4a, b, c

29,69%
340,04±29,4a, b, c, d

50,01%
46,21±4,2a, b, c, d

11,45%
109,78±8,3a, b

27,20%
247,62±17,3a, b

61,35%

Примечание. Достоверность отличий (p ≤ 0,05) по сравнению: a – с земноводными, b – с рептилиями,  
c – с птицами, d – с млекопитающими (животные), e – с человеком.

Note. Significance of differences (p ≤ 0,05) as compared with: a – amphibians, b – reptiles, c – birds, d – mammals, e – humans.

ТАБЛИЦА 2. МОРФОМЕТРИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ КОРКОВОГО И МОЗГОВОГО ВЕЩЕСТВА ТИМУСА ПОЗВОНОЧНЫХ 
ЖИВОТНЫХ И ЧЕЛОВЕКА (x±SX)
TABLE 2. MORPHOMETRIC INDICES OF THE CORTICAL AND MEDULLARY SUBSTANCE IN THE THYMUS OF VERTEBRATES 
AND HUMANS (x±SX)

Группа
Evolutionary 

class

Количество тимоцитов (S = 0,1мм2)
Number of thymocytes

Митотический индекс 
(% на 1000 тимоцитов)

Mitotic index (% per 1000 thymocytes)
Кора

Cortex
Мозговое вещество
Medullary substance

Кора
Cortex

Мозговое вещество
Medullary substance

Amphibia 308,12±29,9c, d, e 139,54±21,6b, c, d, e, 1,74±0,34c, d, e 1,83±0,32d, e, f

Reptilia 466,69±34,8c, d, e 267,35±27,6a, c, d, e 2,19±0,29c, d, e 1,45±0,31c, d, e

Aves 652,88±48,24a, b 338,91±38,27a, b, e 2,79±0,42a, b, d 1,86±0,22b, d, e

Mammalia 702,32±58,1a, b 337,31±32,35a, b, e 3,78±0,50a, b, c, e 3,07±0,45a, b, c, e

H. sapiens 679,95±46,9a, b 403,61±18,9a, b, c, d 2,69±0,36a, b, d 2,55±0,41a, b, c, d

Примечание. Достоверность отличий (p ≤ 0,05) по сравнению: a – с земноводными, b – с рептилиями,  
c – с птицами, d – с млекопитающими (животные), e – с человеком.

Note. Significance of differences (p ≤ 0,05), as compared with: a – amphibians, b – reptiles, c – birds, d – mammals, e – humans.

же холоднокровных позвоночных при сопостав-
лении данных групп клеток такое преобладание 
хоть и сохраняется, но оказывается не столь вы-
раженным (в 2-2,5 раза). Напротив, в мозговом 
веществе тимуса наиболее значительно по свое-
му количеству малые тимоциты преобладают над 
большими у земноводных и человека (соответ-
ственно, в 4,5 и 5,4 раза), тогда как у птиц, млеко-
питающих животных, а также пресмыкающихся 

такое преобладание оказывается только двукрат-
ным (табл. 1).

Тимус всех теплокровных позвоночных, вклю-
чая человека, отличается от данного органа зем-
новодных и пресмыкающихся повышенным со-
держанием общего количества тимоцитов и более 
высокими темпами их деления как в коре, так и 
в мозговом веществе (табл. 2). По общему количе-
ству лимфоцитов коркового и мозгового вещества 
тимуса птицы не уступают млекопитающим, тогда 
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как митотическая активность этих клеток мозго-
вого вещества тимуса птиц понижена (табл. 2). 

В свою очередь для земноводных, по сравне-
нию с остальными позвоночными, характерно 
не только пониженное содержание общего ко-
личества клеток лимфоидного ряда, но и сни-
женные показатели их митотического индекса 
(табл. 1, 2). По количеству тимоцитов разных ста-
дий зрелости пресмыкающиеся занимают про-
межуточное положение между земноводными 
и птицами. По численности больших тимоцитов 
пресмыкающиеся превосходят теплокровных по-
звоночных (за исключением человека), а по чис-
ленности малых тимоцитов уступают им (табл. 1).

Все это дополняется пониженным показате-
лями их митотического индекса (табл. 2). При-
мечательно, что у пресмыкающихся, птиц и мле-
копитающих животных величина митотического 
индекса коркового вещества превышает соответ-
ствующий показатель мозгового вещества, тог-
да как у человека и земноводных темпы проли-
ферации тимоцитов в коре и мозговом веществе 
одинаковы. При этом тимус человека по интен-
сивности деления лимфоцитов уступает только 
мелким млекопитающим (табл. 2).

Обсуждение
По мере усложнения морфофункциональной 

организации наземных позвоночных происходи-
ло закономерное совершенствование иммунной 
системы. Это выражалось в интенсификации 
процессов, связанных с формированием пред-
шественников лимфоцитов, их притоке в ти-
мус, а также скорости созревания лимфоидных 
элементов в нем. Особенно масштабные из-
менения процессов, связанных с транспортом 
и созреванием лимфоцитов, происходят при 
развитии истинной наземности и появлении те-
плокровности. Это становится очевидным при 
сравнительном анализе полученных результатов 
состояния лимфоидного компонента тимуса те-
плокровных и холоднокровных позвоночных, 
а также пресмыкающихся и земноводных. Полу-
ченные данные подтверждают предположения 
других авторов о том, что эффективность иммун-
ных реакций у позвоночных находится в зависи-
мости от общего объема крови, скорости крово-
тока и интенсивности обмена веществ [15, 22]. 

Скорость созревания предшественников лим-
фоцитов в тимусе напрямую зависит от функ-
циональной активности клеток ретикулярного 
эпителия [7]. Очевидно, наблюдаемое нами уве-
личение темпов созревания тимоцитов при пере-
ходе от примитивных наземных позвоночных 
к более развитым, связано с более интенсивной 
выработкой эпителиальными клетками тимуса 
целого ряда тимических факторов или гормонов, 
регулирующих этот процесс [10, 11]. Несомнен-
но, совершенствующаяся в ряду позвоночных 
нервная система оказывает все более сильное ре-
гуляторное влияние на явления, происходящие 
в тимусе [5]. У теплокровных позвоночных про-

цессы созревания лимфоцитов в тимусе не только 
высокоинтенсивны, но и очень уязвимы по отно-
шению к воздействию внешних неблагоприятных 
факторов [17]. Примером тому служит снижение 
скорости обсуждаемых явлений в тимусе челове-
ка, организм которого, по сравнению с млеко-
питающими естественной среды обитания, под-
вержен давлению целого комплекса факторов 
антропогенной среды. Неслучайно по многим 
показателям лимфоидной составляющей тимуса 
человек уже на ранних стадиях постнатально-
го онтогенеза более сходен с холоднокровными 
позвоночными. Все это является причиной ос-
лабления иммунитета человека, а также, судя 
по всему, вносит свой вклад в развитие аллерги-
ческих реакций.

Имеющийся у всех позвоночных количествен-
ный перевес на стороне зрелых форм тимоцитов 
над менее дифференцированными клетками, сви-
детельствует о преобладании темпов созревания 
тимоцитов над скоростью поступления незрелых 
форм клеток в тимус. Нарастание масштабов ко-
личественных отличий между зрелыми и незре-
лыми тимоцитами при переходе от примитивных 
позвоночных к более развитым указывает также 
на усиление пролиферативных явлений в тимусе 
позвоночных, что связано с усиливающимся вли-
янием тимического эпителиального микроокру-
жения. Пул клеток, готовых в любой момент вы-
полнять свои иммунные функции, очень важен 
для позвоночных животных и позволяет сохра-
нять иммунный статус в случае массированного 
проникновения антигенов или какого-либо дру-
гого стрессового воздействия [3, 4]. С повышени-
ем уровня организации общее количество зрелых 
тимоцитов, одномоментно находящихся в ти-
мусе, неуклонно возрастает, что свидетельствует 
о развитии возможностей иммунитета у тепло-
кровных по сравнению с холоднокровными и у 
амниот по сравнению с анамниями. 

У всех позвоночных обнаружено количествен-
ное преобладание зрелых тимоцитов в коре тиму-
са, что указывает на значительную роль клеток 
микроокружения этой зоны в процессах созре-
вания лимфоцитов на самых последних стади-
ях их формирования. Это указывает на то, что 
корковая зона играет значительную роль в про-
цессах специализации тимоцитов и их негатив-
ной селекции. Вероятно, данная характеристика 
коры может расцениваться в качестве базового 
свойства тимуса [6]. Однако, судя по характеру 
полученных результатов, именно у птиц функ-
циональная активность коры, связанная с обе-
спечением окончательного формирования тимо-
цитов, оказывается наиболее высокой. При этом 
отличительной чертой тимуса млекопитающих 
является их способность инициировать более ак-
тивную пролиферацию созревающих тимоцитов. 
Вероятно, две независимо развивающиеся в эво-
люции ветви теплокровных (птицы и млекопи-
тающие) опираются на несколько отличающие-
ся функциональные механизмы формирования 
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иммунных качеств Т-лимфоцитов в тимусе. Оче-
видно, определенное влияние на формирование 
таких отличий оказывают наличие бурсы у птиц 
и акцент на количественную составляющую 
B-лимфоцитов.

Таким образом, в тимусе неполовозрелых по-
звоночных имеет место определенный баланс 
в соотношении тимоцитов разных стадий зре-
лости, что является отражением стабильности 
функций иммунитета, характеризует процессы 
кинетики лимфоидных клеток, позволяет делать 
выводы относительно совершенствования функ-
ций ретикулярного эпителия тимуса.
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ВИРУСА ГРИППА A(H1N1)pdm09 
С МОНОЦИТАРНЫМИ МАКРОФАГАМИ IN VITRO: 
ИНДИВИДУАЛЬНЫЕ РЕАКЦИИ ГЕНОВ TLR7 И RIG1 
РЕЦЕПТОРОВ
Соколова Т.М., Полосков В.В., Шувалов А.Н., Руднева И.А., 
Тимофеева Т.А.
ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика 
Н.Ф. Гамалеи» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Дифференцировка моноцитов крови доноров в макрофаги (Мф) под действием GM-CSF 
сопровождается значительным увеличением уровней транскрипции генов сигнальных рецепторов 
ТLR7 или RIG1. В динамике инфекции Мф вирусом гриппа А Н1Н1pdm (Москва, 2009) уровни вну-
триклеточных вирусных РНК (ген М1) сохраняются на высоком уровне. Вызываемые вирусом грип-
па А реакции генов рецепторов врожденного иммунитета имеют индивидуальный характер: в Мф 
донора 1 с исходно высокими уровнями эндосомального гена ТLR7 активность снижается, а в Мф 
донора 2 с исходно низкими уровнями  активность гена TLR7 возрастает. Вирус H1N1pdm слабо сти-
мулирует экспрессию гена RIG1 и продукцию воспалительных цитокинов в Мф донора 1. Различия 
могут быть связаны с индивидуальной чувствительностью 2-х доноров к гриппозной инфекции.
Ключевые слова: вирус гриппа A (H1N1)pdm09, моноцитарные макрофаги, экспрессия генов TLR7, RIG1 рецепторы

IN VITRO INTERACTION OF INFLUENZA VIRUS A(H1N1)pdm09  
WITH MONOCYTIC MACROPHAGES: INDIVIDUAL 
RESPONSES OF TLR7 AND RIG1 RECEPTOR GENES 
Sokolova T.M., Poloskov V.V., Shuvalov A.N., Rudneva I.A., 
Timofeeva T.A.
N.F. Gamaleya Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

Abstract. In vitro differentiation of donor blood monocytes to macrophages (Mph) following GM-CSF 
treatment was accompanied by a significant increase in the levels of gene transcription signaling receptors TLR7 
or RIG1. The levels of intracellular viral RNA (M1 gene) in Mph remained high upon infection by influenza 
virus A H1N1pdm (Moscow 2009) for 24-96 hours. The innate immunity reactions caused by influenza virus 
show individual features: they are decreased in Mph from donor 1 which had initially high level of endosomal 
TLR7 gene activity, and it increased by influenza virus in MPh from donor 2 who had a very low level of TLR7 
gene expression. The influenza H1N1pdm virus weakly stimulated expression of gene RIG1 and production of 
inflammatory cytokines in Mf in donor 1. The differences may be connected with individual sensitivity of the 
donors to influenza infection. 
Keywords: influenza virus A (H1N1)pdm09, monocytic macrophages, gene expression TLR7, RIG1 receptors
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Введение
Вирус гриппа А (H1N1)pdm09, вызвавший 

пандемию 2009 г., возник в результате реассор-
тации двух свиных генотипов вируса гриппа 
А(H1N1) на территории Мексики и быстро рас-
пространился в человеческую популяцию [1, 3, 
17]. Макрофаги (Мф) являются важнейшими 
составляющими врожденной иммунной систе-
мы [16]. Благодаря Мф в организме поддержи-
вается тканевой гомеостаз и баланс взаимодей-
ствия с клетками микроокружения. Популяции 
Мф, образованные из дифференцированных 
моноцитов, гетерогенны по составу и являются 
долгоживущими клетками.

На Мф представлены рецепторы PRRs 
(pattern-recognition receptors), узнающие вирус-
ные структуры. Защитные реакции Мф во мно-
гом зависят от способности этих рецепторов рас-
познавать вирусные структуры и инициировать 
внутриклеточные сигнальные процессы индук-
ции синтеза воспалительных цитокинов и интер-
феронов типа 1 [25].

Вирусы гриппа А на ранних стадиях инфекции 
стимулируют реакции TLR/RLR-врожденного 
и адаптивного иммунитета [19, 21]. На клеточной 
мембране рецептор TLR4 и C-тип лектиновых ре-
цепторов (MMR-манозный и MGL-галактозный) 
взаимодействуют с глипопротеинами оболочки – 
гемагглютинином (ГА) и нейраминидазой (NA) 
[22]. Внутри клеток эндосомальные рецепторы 
TLR3, TLR7, TLR10 и цитоплазматический RIG1 
реагируют на вирусные РНК и РНП [18, 29, 32].

Исследования на нескольких моделях Мф 
показывают, что результат взаимодействия с ви-
русами гриппа А зависит от многих факторов. 
Имеет значение источник получения и способ 
активации Мф, достигаемый Мф уровень диф-
ференцировки. Со стороны вируса влияют осо-
бенности углеводной структуры гликопротеинов 
вирусной оболочки, прежде всего ГА и NA, и сте-
пень патогенности штаммов и изолятов вирусов 
гриппа А [14, 27]. На поверхности Мф присут-
ствуют α-2,3- и α-2,6-связанные сиаловые кис-
лоты, с которыми взаимодействуют ГА вирусов 
гриппа [31]. 

C пандемическим свиным H1N1, высокопа-
тогенным птичьим H5N1 и сезонными вирусами 
гриппа А H1N1и H3N2 на моделях Мф проведен 
ряд исследований [13, 27, 28, 30]. Альвеолярные 
Мф играют центральную роль в реакциях врож-
денного и адаптивного иммунитета при респира-
торных инфекциях. В большинстве эксперимен-
тов A-Мф оказались резистентными к вирусам 
H1N1, но чувствительными к птичьим вирусам 
H5N1. Для получения А-Мф in vitro использу-
ется классический способ дифференцировки 
моноцитов периферической крови добавлением 

GM-CSF (гранулоцитарно-макрофагальный-
колониестимулирующий фактор) на 7-14 дней, 
имитируя условия образования A-Мф с феноти-
пом М1 в легких человека [9, 15].

В настоящей работе для выяснения влияния 
пандемического вируса H1N1 на систему рецеп-
торов врожденного иммунитета Мф мы приме-
нили GM-CSF-способ. В GM-Mф оценили экс-
прессию 2-х генов сигнальных рецепторов TLR7 
и RIG1 и фермента гликолиза GAPDH. Актив-
ность рецепторных генов сопоставили с уровня-
ми вирусной РНК в GM-Mф и секрецией группы 
воспалительных цитокинов (IFNα, IFNγ, TNFα, 
IL-1β, IL-10). Эксперименты проводили в дина-
мике вирусной инфекции, моделируя длитель-
ный контакт моноцитарных GM-Мф с вирусом 
гриппа АH1N1pdm. Известно, что TLRs являются 
IFN-стимулированными генами в клетках кро-
ви человека, и, по нашим данным, вирус гриппа 
А (H1N1)pdm09 чувствителен к рекомбинантно-
му альфа2-IFN [6].

Материалы и методы
Вирус гриппа A/IIV-Moscow/01/09 (H1N1)sw1 

[2, Патент RU № 2412244] получен из лаборато-
рии физиологии вирусов Подразделения «НИИ 
вирусологии им. Д.И. Ивановского» ФНИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи. Вирус размножен в 10-дневных 
куриных эмбрионах и ранее исследован на анти-
генную и рецепторную специфичность гемагглю-
тинина [8]. Приготовленные образцы аллантоис-
ных вирусов с титром 64-128 ГА/мл и ЭИД50 = 7,2 
хранили при -80 °С в аликвотах по 0,5 мл. ГА 
активность вирусов определяли микрометодом 
в реакции с 1% куриными эритроцитами, приго-
товленными на физиологическом растворе NaCl 
с pH 7,2.

Моноцитарные макрофаги получали из 20 мл 
периферической крови 2-х доноров (мужчины 25 
и 27 лет). В градиенте фикола выделяли фракцию 
лимфоцитов, которую отмывали, разводили в пи-
тательной среде RPMI-1640 с глютамином и 10% 
эмбриональной сывороткой телят до концен-
трации 4 × 106 кл/мл и разливали в пластиковые 
матрацы 25 см2. Прикрепленные к пластику мо-
ноциты культивировали в питательной среде c че-
ловеческим рекомбинантным GM-CSF 40 нг/ мл 
(SRP 3050 Sigma-Aldrich) в течение 7 дней при 
37 °С. Микроскопическое исследование GM-Мф 
проводили в инвертированном световом микро-
скопе DMIL (Leica Microsystems, Германия) при 
увеличении в 200 раз (рис. 1). 

Заражение GM-Мф вирусом гриппа А (Н1N1)
pdm09. Аллантоисный вирус 64-128 ГА ед/мл раз-
водили в 10 раз питательной средой RPMI-1640 
добавляли в количестве 1 мл к монослойным 
культурам Мф для адсорбции вируса на 1 ч при 
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37 °С. Контрольные клетки (моноциты без GM-
CSF и моноциты с GM-CSF) не заражали ви-
русом. Несвязанный с клетками вирус дважды 
отмывали и зараженные клетки инкубировали 
в питательной среде RPMI-1640 без сыворотки. 
Для получения многоцикловой инфекции за-
раженные GM-Мф культивировали в присут-
ствии TPCK-трипсина 1 мкг/мл в течение 24, 
48, 72 и 96 ч при 37 °С. В динамике инфекции 
оценивали развитие цитопатогенного эффекта 
(ЦПЭ) и собирали пробы культуральной жидко-
сти для определения ГА активности вирусов и се-
кретируемых цитокинов. В клетках тестировали 
уровни экспрессии клеточных и вирусных РНК. 
Собранные пробы хранили при -70 °С.

Метод ОТ-ПЦР в реальном времени
Суммарную РНК выделяли из клеток по мето-

дике, рекомендованной производителем реаген-
та PureZol (Cat#732-6890 Bio-Rad, США). ДНК 
удаляли с помощью набора "RNA-free" (Ambion, 
США). На матрице РНК получали кДНК в реак-
ции обратной транскрипции (ОТ) с random (слу-
чайные) праймерами. Использовали фермент 
MMuLV и 5 × буфер ОТ, ингибитор RNAsin и 4 
вида dNTP (Promega, USA). 

С полученной кДНК, разведенной в 3 и 6 
раз, парами специфических олигонуклеотид-
ных праймеров ставили ПЦР, добавляя 2-крат-
ную смесь SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad, 
США). 

ПЦР проводили на приборе CFX-96 (Bio-Rad, 
США) в режиме реального времени. Протокол 
ПЦР: 96 °С 2 мин, далее 55 циклов 94 °С 10 с, 50-
54 °С 20 с, 72 °С 30 с. Пороговые циклы (Cq) реги-
стрировали в логарифмической фазе нарастания 
сигнала флюоресценции красителя EvaGreen. 
Относительная оценка кратности экспрессии ге-
нов (дельтаCq) сделана в программе CFX Manager 
“Gene expression analysis” в автоматическом ре-
жиме с оценкой средних стандартных ошибок 
в повторных образцах. Показатели контролей 
принимали равными 1. Относительные уровни 
экспрессии генов нормализовали на ген «домаш-
него хозяйства» GAPDH, используя 2delta-CT 
метод. В конечной точке ПЦР по температурным 
пикам плавления устанавливали специфичность 
ДНК-амплификатов. ДНК-амплификаты анали-
зировали электрофорезом в 1,5% агарозном геле 
с бромистым этидием.

ПЦР-праймеры 
Праймеры к консервативному 7 сегменту PНК 

(ген М1) вирусов гриппа описаны в литерату-
ре [12]. Их нуклеотидная последовательность F5-
cttctaaccgaggtcgaaacg и R 5’-agggcattttggacaaagcgtcta 
является гомологичной участку гена М1виру-
са гриппа A/Moscow/IIV01/2009 (H1N1) (Ген-
банк NCBI accession GQ219584.1 L’vov D.K., 
Prilipov A.G., Sadykova G.K., Usachev E.V.). На ма-

трице вирусной мРНК специфический ДНК-
продукт имеет размер 245 н.п. [6].

ПЦР-праймеры к клеточным мРНК TLR7, 
RIG1 и GAPDH опубликованы ранее [4, 5, 7, 20]. 
Синтез праймеров выполнен фирмой «Синтол» 
(Россия).

Иммуноферментный анализ
Секретируемые клетками цитокины IL-1β, 

TNFα, IL-10, IFNα и IFNγ тестированы с по-
мощью ИФА-наборов фирмы «Вектор-Бест» 
(Россия) согласно прилагаемой инструкции. Из-
мерение оптической плотности и расчет средних 
концентраций повторных образцов в пг/мл вы-
полнен на Микропланшетном фотометре модель 
«Anthos 2010» в программе ADAP+ (Биохим-Мак, 
Россия). 

Статистическая обработка
Данные ОТ-ПЦР в реальном времени полу-

чены с 3 повторными образцами кДНК и пред-
ставлены как средние значения дельтаCq со стан-
дартными отклонениями (SD). Величины SD 
не превышали 15% от значений средних. Зна-
чимость различий между образцами оценена 
по t-критерию Стьюдента при р < 0,05 в програм-
ме Medcalc.

Результаты 
Дифференцировка моноцитов периферической 

крови доноров в макрофаги
Культивирование моноцитов крови доноров 

с GM-CSF воспроизводит условия образования 
альвеолярных макрофагов в легких человека [9]. 
Согласно стандартной методике, из перифериче-
ской крови доноров выделена фракция очищен-
ных лимфоцитов и получены прикрепившиеся 
к пластику моноциты. К ним добавлена питатель-
ная среда RPMI-1640, содержащая 40 нг/мл GM-
CSF, на 7 дней. Не обнаружено существенных из-
менений в морфологии моноцитов 2-х доноров, 

Рисунок 1. Моноциты крови, культивированные  
с GM-СSF в течение 7 дней
Примечание. Клетки, зараженные вирусом гриппа 
А H1N1pdm09, через 24 ч и 96 ч. 
К – незараженные моноцитарные макрофаги. Увеличение 200×.
Figure 1. Blood monocytes cultured with GM-СSF for 7 days
Note. Cells infected with influenza virus H1N1pdm09 for 24 h or 96 h. 
К, non-infected monocytic macrophages. 200× magnification.

К H1N1 24 ч
(H1N1 24 h)

H1N1 96 ч
(H1N1 96 h)
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культивированных с GM-CSF 40 нг/мл и зара-
женных вирусом гриппа А (H1N1)pdm через 24 
и 96 ч (рис. 1). Представленные на рисунке 1 GM-
Мф имеют характерную округлую форму. Цито-
патогенное действие вируса (ЦПД) H1N1pdm09 
в GM-Mф, как видно из рисунка 1, не развива-
лось. ГА-активность вируса H1N1 в культураль-
ной жидкости не была выявлена на всех сроках 
гриппозной инфекции (данные не приводятся). 
Полученный результат подтверждает резистент-
ность альвеолярных макрофагов c фенотипом М1 
к пандемическому и сезонным вирусам гриппа 
А H1N1 [27].

Влияние GM-CSF на экспрессию генов сигналь-
ных иммунных рецепторов TLR7 и RIG1 в моно-
цитах

GM-CSF является членом семейства цито-
кинов, которые регулируют рост, дифференциа-
цию, миграцию и эффекторные функции гемо-
поэтических клеток и иммуноцитов [10].

Сравнили действие GM-CSF на уровни экс-
прессии клеточных генов TLR7, RIG1 и GAPDH 
в контрольных моноцитах (рис. 2А, Б). Моноциты 
2-х доноров имеют низкие конститутивные уров-
ни транскрипции генов TLR7 и RIG1(Сq43-44). 
Транскрипционная активность гена фермента 
GAPDH довольно высокая (Cq29-31), что харак-
терно для гена «домашнего хозяйства». Этот ген 
часто используется в качестве показателя кле-
точного метаболизма и референс-нормализатора 
генной экспрессии. 

Реакции рецепторных генов на гемопоэтиче-
ский фактор имеют у 2-х доноров индивидуаль-
ный характер. 

В моноцитах донора 1 под действием GM-CSF 
активность TLR7 возрастает в 256 раз, а в моно-
цитах донора 2 активность гена TLR7 остается 
на первоначальном низком уровне. В моноцитах 
донора 2, c очень низким конститутивным уров-
нем экcпрессии гена RIG1, фактор GM-CSF сти-
мулирует транскрипцию гена RIG1 в 1024 раза, 
а в моноцитах донора 1 только в 16 раз. Гемопо-
этический фактор GM-CSF повышает экспрес-
сию гена «домашнего хозяйства» GAPDH в 8 раз, 
по-видимому, стимулируя пролиферацию клеток.

Присутствие РНК вирусов гриппа А(H1N1)
pdm09 в GM-макрофагах 

Уровни внутриклеточной мРНК вируса грип-
па А (H1N1)pdm09 определяли методом ОТ-ПЦР 
в реальном времени, используя праймеры к кон-
сервативному гену М1 [12]. 

На рисунке 3 (A) показаны кривые накопле-
ния вирусного генетического материала в GM-
Мф 2-х доноров в динамике инфекции. В контро-
лях незараженных клеток (К) вирусный материал 
отсутствует. 

В динамике инфекции (24-96 ч) уровни вну-
триклеточной вирусной РНК М1 поддерживают-
ся на высоком уровне (Cq26-29). Нормализация 
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Рисунок 2. Действие GM-CSF на экспрессию генов TLR7, 
RIG1 и GAPDH в моноцитах крови
Примечание. (А) Моноциты культивировали с GM-CSF  
40 нг/мл 7 дней. Кратность стимуляции относительно контроля 
клеток = 1.  
(Б) Электрофорез ПЦР-продуктов в 1,5% агарозном геле. 
1 – моноциты крови, 2 – моноциты крови + GM-CSF (донор 1). 
Стрелки показывают ПЦР-продукты TLR7 150 н.п., RIG1  
163 н.п. и GAPDH 127 н.п. 
Figure 2. Effect of GM-CSF on expression of TLR7, RIG1 and 
GAPDH genes in blood monocytes
Note. (А) Monocytes cultured with GM-CSF (40 ng/ml) for 7 days. Fold 
changes compared to control cell values taken as 1.  
(B) Electrophoretic patterns of PCR-products in 1.5% agarose gel.  
1, blood monocytes; 2, blood monocytes + GM-CSF (donor 1). Arrows 
show specific PCR-products (TLR7, 150 bp; RIG1, 163 bp, and 
GAPDH, 127 bp.) 
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уровней вирусной РНК (2deltaCq) на референс-
ген GAPDH подтверждает cделанный вывод. По-
этому есть основания считать, что GM-Мф ста-
новятся надежным депо вирусных РНК структур.

Действие вируса гриппа А (H1N1)pdm09 на экс-
прессию генов cигнальных иммунных рецепторов 
и гена GAPDH в GM-макрофагах 

В GM-Мф, зараженных вирусом гриппа 
А (H1N1)pdm09, исследовали уровни экспрес-
сии генов рецепторов врожденного иммунитета: 
эндосомального TLR7 и цитоплазматического 
RIG1 (рис. 4А, Б, В, Г). Оба вида рецепторов уча-
ствуют в узнавании РНК и РНП вируса гриппа 
А и индуцируют сигнальные реакции антивирус-
ного ответа [18, 21, 32].

Параллельно в динамике гриппозной инфек-
ции у 2-х доноров оценивали активность гена 
фермента GAPDH (рис. 4Д, Е). Активность кле-
точного гена GAPDH незначительно меняется 
в динамике инфекции и это согласуется с данны-
ми об отсутствии выраженного ЦПД вируса грип-
па pdmH1N1в GM-Мф с 24 до 96 ч (см. рис. 1). 
Изменения генной активности рецепторов TLR7, 
RIG1 и фермента GAPDH у 2-х доноров имеют 
индивидуальный характер.

У донора 1 на всех сроках гриппозной инфек-
ции уровни экспрессии 3-х исследованных генов 
в GM-Мф были ниже контрольных (рис. 4А, Б, 
В). В динамике инфекции сила ингибирующего 
эффекта вируса на гены иммунных рецепторов 
у донора 1 варьирует (рис. 4А, Б). В GM-Мф доно-
ра 2 действие вируса гриппа А H1N1pdm на экс-
прессию генов иммунных рецепторов отличается 
от донора 1. В исследованные сроки вирус сти-
мулирует низкую транскрипционную активность 

гена TLR7 относительно контроля. Уровни экс-
прессии гена RIG1 в GM-Мф донора 2 не меня-
ются в динамике инфекции, оставаясь на уровне 
контроля (рис. 4Д). Вирус гриппа А pdmH1N1 
в GM-Mф 2-х доноров незначительно снижает 
экспрессию гена митохондриального фермента 
GAPDH в динамике инфекции, оставаясь на до-
статочно высоких уровнях (рис. 4В, Е).

В таблице 1 приведены уровни относительной 
экспрессии генов TLR7 и RIG1 в Мф 2-х доно-
ров, нормализованные на референс-ген GAPDH 
(2дельтаCq). Из данных следует, что вызываемые 
вирусом H1N1pdm09 изменения генной активно-
сти рецепторов врожденного иммунитета носят 
в Мф доноров индивидуальный характер. Так, в 
Мф донора 1, с высоким исходным уровнем ак-
тивности рецепторного гена TLR7 (Сq35), пан-
демический вирус гриппа А подавляет генную 
экспрессию, а в Мф донора 2, с низким базовым 
уровнем гена TLR7 (Сq44), наоборот, стимулиру-
ет активность. Имеются отличия и в реакции гена 
RIG1 на вирус H1N1pdm в Мф 2-х доноров. Из-
вестно, что активность рецепторных генов TLR7 
и RIG1 является причиной разной восприимчи-
вости человека к гриппозной инфекции [21].

Продукция цитокинов GM-макрофагами, зара-
женными вирусом гриппа А H1N1pdm09

По данным литературы, пандемический ви-
рус гриппа А H1N1 – слабый индуктор воспа-
лительного ответа в Мф, по сравнению с пти-
чьими вирусами [6, 7, 24]. В наших опытах также 
наблюдалась очень низкая продукция цитоки-
нов контрольными моноцитами и зараженны-
ми макрофагами донора 1 (табл. 2). Небольшие 
количества IFNα2 выявлены только через 72 ч 

Рисунок 3. Уровни РНК М1 вируса гриппа А (H1N1)pdm09 в GM-макрофагах
Примечание. (А) накопление специфических ДНК-амплификатов гена М1 вируса гриппа. По оси абсцисс Cq – циклы 
амплификации ОТ-ПЦР в реальном времени, по оси ординат – уровни флюоресценции ПЦР-продуктов.  
(Б) электрофорез ПЦР-продуктов гена М1 вируса гриппа А в 1,5% агарозном геле (донор 1). Cпецифический ДНК-продукт 245 н.п. 
К – контроль клеток.
Figure 3. Levels of RNA M1 influenza virus А (H1N1)pdm09 in GM-macrophages
Note. (A) Accumulation of specific DNA amplicons of M1 gene of influenza virus. Abscissa, number of cycles in real-time (RT-) PCR; ordinate, 
levels of fluorescent PCR-products. Numbers 1 to 4 correspond to 24, 48, 72, 96 h after virus infection; К, control cells.  
(B) electrophoretic patterns of PCR-products of M1 influenza virus gene separated in 1,5% agarose gel (donor 1). Specific DNA-product 245 bp. 
K- control cells.
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инфекции. Секреция других видов воспалитель-
ных цитокинов была на уровне чувствительности 
ИФА-тест систем (ЗАО «Вектор-Бест», Россия). 
По данным ряда исследователей и представлен-
ных нами, это связано с отсутствием продуктив-
ной инфекции в GM-Мф, зараженных пандеми-
ческим вирусом H1N1 [28].

Обсуждение
Анализ взаимодействия структур вируса грип-

па А с иммунокомпетентными клетками дает по-
нимание их ключевой роли в развитии инфекци-
онного процесса [25]. Известно, что вирус гриппа 
А активно взаимодействует с клеточными струк-

турами на этапах проникновения и синтеза ви-
русных компонентов. Вирусы гриппа проникают 
в клетки рецепторным эндоцитозом. В этом про-
цессе участвуют белки оболочки гемагглютинин 
(HA) и нейраминидаза (NA), являющиеся глав-
ными вирусными антигенами.

В экспериментальных исследованиях с разны-
ми подтипами вирусов гриппа А на нескольких 
моделях Мф, отличающихся способами диффе-
ренциации, получены неоднозначные результа-
ты [28]. В чувствительных эпителиальных клетках 
вирусы гриппа А вызывают высокопродуктивную 
инфекцию с освобождением инфекционного ви-
руса. В клетках иммунной системы, макрофагах 

Рисyнок 4. Действие вируса гриппа А (H1N1)pdm09 на экспрессию генов сигнальных иммунных рецепторов TLR7 
и RIG1 и фермента GAPDH в GM-макрофагах донора 1 (А, Б, В) и донора 2 (Г, Д, Е)
Примечание. По оси абсцисс Cq – циклы амплификации ОТ-ПЦР в реальном времени, по оси ординат – уровни флюоресценции 
ПЦР-продуктов. Номера 1,2,3,4 (24, 48, 72, 96 часы после заражения вирусом). К – контроль клеток.
Figure 4. Effect of influenza virus А (H1N1)pdm09 upon expression of signal immune receptors TLR7 and RIG1 genes, and 
reference GAPDH enzyme in GM-induced macrophages from donor 1 (A, B, C) and donor 2 (D, E, F)
Note. Abscissa, number of PCR cycles in real time RT; ordinate, levels of fluorescent PCR products. Numbers 1 to 4 correspond to 24, 48, 72, 96 h 
after virus infection; К, control cells.
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(Мф) и дендритных клетках (Дк) эффективность 
развития гриппозной инфекции может быть 
как продуктивной, так и абортивной. Это зави-
сит от субтипа НА, патогенности вируса и уровня 
клеточной дифференцировки. 

В настоящем исследовании гриппозная ин-
фекция была вызвана вирусом H1N1pdm в Мф, 
полученных культивированием с GM-CSF моно-
цитов 2-х случайных доноров [9, 15]. Cвойства 
GM-Мф похожи на альвеолярные Мф (А-Мф), 
которые играют главную роль в респираторных 
инфекциях. Известно, что GM-Мф, подобно 
клеткам MDCK, содержат на своей поверхности 
α2,6- и α2,3-сиаловые кислоты, взаимодействую-
щие с ГА человеческих и птичьих вирусов [31]. По-

этому рецепторная специфичность ГА (α2,6-gal)  
исследованного штамма вируса H1N1/Moscow/
IIV01/2009 позволяет ему взаимодействовать 
с GM-Мф и вызывать индукцию воспалительных 
сенсоров TLR/RLRs/NLPR3 [27, 28].

Инфекция вирусом H1N1pdm развивалась 
GM-Мф по абортивному типу без клеточной 
деструкции и секреции гемагглютининов. В за-
раженных GM-Мф длительно присутствовали 
вирусные РНК – агонисты эндоплазматического 
TLR7 и цитоплазматического RIG1 рецепторов 
[18, 32]. От активности этих рецепторов во мно-
гом зависят антивирусные функции Мф и сте-
пень воспалительного ответа [25]. По-видимому, 
баланс между этими функциями Мф существенен 

ТАБЛИЦА 1. ИНДИВИДУАЛЬНЫЕ РЕАКЦИИ ГЕНОВ TLR7 И RIG1 МАКРОФАГОВ В ДИНАМИКЕ ИНФЕКЦИИ ВИРУСОМ 
ГРИППА A(H1N1)pdm09
TABLE 1. INDIVIDUAL REACTION OF TLR7 AND RIG1 GENES IN MACROPHAGES UPON INFECTION WITH INFLUENZA  
A VIRUS H1N1pdm09

Гены/мРНК 
Genes/
mRNA

Контроль
Control

H1N1 24 ч
H1N1 24 h

H1N1 48 ч
H1N1 48 h

H1N1 72 ч
H1N1 72 h Эффект

Effect
Сq* /2dCq** Сq*/2dCq** Сq*/dCq** Сq*/2dCq**

TLR7
донор 1
donor 1

35/1 > 45/0 38/0,1 39/0,1 ↓

донор 2
donor 2 44/1 36/256 39/32 40/16 ↑

RIG1 
донор 1
donor 1

37/1 39/0,3 39/0,3 39/0,3 ↓

донор 2
donor 2 38/1 37/2 35/8 34/16 ↑

Примечание. Сq* – пороговые циклы амплификации ПЦР-продуктов;  
2dCq** – относительные уровни нормализованной экспрессии генов.

Note. Cq*, threshhold cycle number for amplification of PCR products;  
2dCq**, relative levels of normalized gene expression.

ТАБЛИЦА 2. ДЕЙСТВИЕ ВИРУСА ГРИППА A(H1N1)pdm09 НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ В GM-МАКРОФАГАХ

TABLE 2. EFFECT OF INFLUENZA A VIRUS (H1N1)pdm09 UPON PRODUCTION OF CYTOKINES IN GM-MACROPHAGES

Цитокины
пг/мл*

Cytokines
pg/ml*

Варианты
Variants

Kонтроль 
моноциты

Control 
monocytes

GM-макрофаги
GM-macrophages

H1N1
24 ч
24 h

H1N1
48 ч
48 h

H1N1
72 ч
72 h

IFNγ 2-6 4-4 3-5 4-6 3-6
IFNα 0,7-1 1-1 3-7 1-2 10-12
TNFα 1-1 1-2 1-1 1-1 1-2
IL-1β 1-4 2-4 1-2 1-2 2-2
IL-10 1-0 0,7-1 0,4-2 2-2 1-2

Примечание. * – диапазон повторных измерений в 2-х опытах.  
Note. *, ranges for repeated measurements in two separate experiments.
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для патогенеза. Пока остается неясным, является 
ли длительное присутствие РНК-лигандов в ма-
крофагах защитной клеточной реакцией (абор-
тивная инфекция) или, наоборот, абортивная ин-
фекция – результат антагонизма пандемического 
вируса гриппа А с TLR/RLR/NLRP3 сигнальны-
ми путями и процессами апоптоза [23]. 

Функциональная гетерогенность Мф, получа-
емых с помощью разных стимулирующих факто-
ров, во многом определяет их свойства [15].

По данным литературы, GM-Мф относятся 
к воспалительному фенотипу М1 и отличаются 
от макрофагов, полученных с М-СSF (макро-
фаг-колониестимулирующим фактором) с фе-
нотипом М2 [15]. Разные виды моноцитарных 
Мф отличаются по морфологии и спектрам экс-
прессируемых генов. Реакции TLR/RLR-генов 
в дифференцированных типах Мф остаются ма-
лоизученными. В тучных клетках GM-CSF сти-
мулировал активность генов TLR3 и TLR7 с уча-
стием сигнальных протеинкиназ MAPK и PI3K/
Akt [33]. Напротив, в человеческих моноцитах 
GM-CSF снижал экспрессию генов других видов 
TLR1,TLR2 и TLR4 и транскрипционного фак-
тора Мф PU.1 [26]. 

В работе получена новая информация о вли-
янии GM-CSF на гены TLR/RLR-рецепторов 
в GM-Мф. По нашим данным, дифференциров-
ка моноцитов в Мф под действием GM-CSF со-
провождается увеличением транскрипционной 
активности генов рецепторов врожденного им-
мунитета TLR7 или RIG1, а также фермента кле-
точного метаболизма GAPDH. Выбор стимули-

руемого GM-CSF рецепторного гена может быть 
индивидуален. Различная индивидуальная чув-
ствительность клеток крови доноров к вирусам 
гриппа А и препаратам интерферонов отмечается 
в ряде сообщений [4, 5, 6, 19]. 

По данным литературы, в моноцитах кро-
ви больных гриппом А наблюдается повы-
шение уровней экспрессии рецепторов TLR3 
и TLR7 и подавление экспрессии рецепторов 
TLR2 и TLR4 [19]. Видимо, стимуляция рецеп-
торов TLR7 и RIG1 – сенсоров вирусных РНК 
характерна для активно протекающей гриппоз-
ной инфекции. Параллельно на фоне вирусной 
инфекции падает активность TLRs – сенсоров 
бактериальных патогенов. Необходимо устано-
вить корреляцию наблюдаемых in vitro инди-
видуальных реакций рецепторов врожденного 
иммунитета с состоянием иммунных ответов  
в организме. 

Заключение
Впервые изучено взаимодействие пандемиче-

ского штамма вируса гриппа А H1N1/Moscow/
IIV01/2009 с дифференцированным GM-CSF ма-
крофагами. В модельной клеточной системе Мф 
2-х доноров охарактеризованы индивидуальные 
реакции генов рецепторов врожденного иммуни-
тета TLR7 и RIG1 на дифференцирующий фак-
тор и внутриклеточные вирусные РНК в динами-
ке абортивной инфекции. 
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ПОКАЗАТЕЛИ КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА ПАЦИЕНТОВ 
С ХРОНИЧЕСКИМ ПОЛИПОЗНЫМ РИНОСИНУСИТОМ
Савлевич Е.Л.1, Хайдуков С.В.2, Курбачева О.М.3, Бондарева Г.П.3, 
Шачнев К.Н.4, Симбирцев А.С.5, 6

1 ФГБУ ДПО «Центральная государственная медицинская академия» Управления делами Президента 
Российской Федерации, Москва, Россия  
2 ФГБУН «Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова 
Российской академии наук», Москва, Россия  
3 ФГБУ «Государственный научный центр „Институт иммунологии“» ФМБА России, Москва, Россия  
4 ГБУЗ МО «Московский областной научно-исследовательский клинический институт 
им. М.Ф. Владимирского», Москва, Россия  
5 ФГУП «Государственный научно-исследовательский институт особо чистых биопрепаратов» ФМБА 
России, Санкт-Петербург, Россия 
6 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет  
им. акад. И.П. Павлова», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Хронический полипозный риносинусит (ПРС) – гетерогенное воспалительное заболева-
ние полости носа и околоносовых пазух, характеризующееся воспалительной инфильтрацией слизи-
стой оболочки с дальнейшим повреждением коллагенового каркаса, что приводит к ремоделированию 
слизистой и образованию полипов. Механизмы его развития до сих пор остаются невыясненными. 
Для исследования направления патогенетических механизмов проведен анализ показателей клеточ-
ного иммунитета у 20 пациентов с ПРС. Наличие двустороннего полипозного риносинусита было 
подтверждено эндоскопическим исследованием полости носа и данными компьютерной томографии 
околоносовых пазух. Для определения фенотипа заболевания было проведено аллергологическое 
обследование и анкетирование пациентов, на основании которых пациенты с ПРС были разделены 
на подгруппы: ПРС + бронхиальная астма; ПРС + непереносимость НПВП; ПРС + атопия. В каче-
стве показателей контрольной группы были использованы результаты 356 практически здоровых лиц. 
Методом проточной цитометрии в периферической крови определены CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, 
CD19+, CD25+, CD27+, CD45+, CD45R0+, CD45RA+, CD56+ и CD127+ субпопуляции лимфоцитов. 
У пациентов с ПРС выявлено повышение числа Т-регуляторных (CD4+CD25brightCD127lowtoneg) (Treg) 
лимфоцитов, повышение абсолютного и относительного количества NK (CD3-CD16+CD56+) одно-
временно с резким повышением числа активированных NK (CD8+CD3-) в 100% случаев, повышение 
абсолютного числа В-клеток памяти (CD19+CD5-CD27+). При проведении сравнительного анализа 
иммунологических показателей периферической крови между подгруппами (ПРС + БА; ПРС + не-
переносимость НПВП; ПРС + атопия) с пациентами ПРС, у которых эта патология отсутствовала, мы 
констатировали достоверно значимое повышение абсолютного числа NKT-лимфоцитов (0,22±0,04) 
и снижение показателя активации Т-клеточного звена, Т-хелперы активированные к Т-клеткам па-
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мяти (CD4+CD45R0+) (24,4±1,72) у пациентов с ПРС с одновременной непереносимостью НПВП. 
При сравнении иммунологических показателей группы пациентов с сопутствующей бронхиальной 
астмой и с остальными больными ПРС и пациентов с атопией и без нее статистически значимой раз-
ницы, кроме повышения количества эозинофилов, выявлено не было.
Ключевые слова: полипозный риносинусит, лимфоциты, системный иммунитет, проточная цитометрия, бронхиальная 
астма, непереносимость НПВП, атопия

CHARACTERISTICS OF CELLULAR IMMUNE STATUS IN THE 
PATIENTS WITH CHRONIC RHINOSINUSITIS WITH NASAL 
POLYPS
Savlevich Е.L.a, Khaidukov S.V.b, Kurbacheva O.M.с, Bondareva G.P.с, 
Shachnev K.N.d, Simbirtsev A.S.e, f

a Central State Medical Academy, Department for Presidential Affairs, Moscow, Russian Federation  
b M.M. Shemyakin and Yu.A. Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 
Russian Federation  
с National Research Institute of Immunology, Federal Medical-Biological Agency of Russia, Moscow, Russian 
Federation  
d Moscow Regional Research and Clinical Institute, Moscow, Russian Federation  
e State Research Institute of Highly Pure Biopreparations, Federal Medical-Biological Agency of Russia, St. Petersburg, 
Russian Federation 
f Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Chronic rhinosinusitis with nasal polyps (CRSwNP) is a heterogeneous inflammatory disease 
of nasal cavity and paranasal sinuses characterized by inflammatory infiltration of nasal mucosa followed by 
damage to collagen framework, leading to tissue remodeling and polyp formation. Its pathogenetic mechanisms 
still remain obscure. To study appropriate trends, an evaluation of cellular immunity indices was carried out in 
twenty patients with the CRSwNP. Bilateral CRSwNP was clinically confirmed by endoscopic examination of 
nasal cavity and computed tomography scan of paranasal sinuses. In order to define the clinical phenotype of 
CRSwNP, allergy skin testing and a specific questioning were performed. As based on results of this study, the 
patients with CRSwNP were divided into following subgroups: CRSwNP + Asthma; CRSwNP + intolerance to 
non-steroid anti-inflammatory drugs (NSAIDs); CRSwNP + atopy. Common subpopulations of lymphocytes, 
such as CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, CD19+, CD25+, CD27+, CD45+, CD45R0+, CD45RA+, CD56+ and 
CD127+ were detected in peripheral blood using flow cytometry techniques. Immunological data from 356 
apparently healthy individuals were used as reference parameters for the control group. 

The study has revealed an increase in T regulatory (Treg) cells (CD4+CD25brightCD127lowtoneg), elevated 
absolute or relative amounts of NK cell numbers (CD3-CD16+CD56+) in parallel to sharply increased 
numbers of activated NKs (CD8+CD3-) in 100% of the patients, and higher absolute contents of memory 
B-cells (CD19+CD5-CD27+) in CRSwNP patients. When performing comparative analysis of immunological 
characteristics in peripheral blood between different subgroups (CRSwNP + Asthma; CRSwNP + intolerance 
to NSAIDs; CRSwNP+ atopy), and patients with uncomplicated CRSwNP (who didn’t have such pathology), 
we have proven significantly increased numbers of NKT lymphocytes (0.22±0.04), and decreased T lymphocyte 
activation index, i.e., a ratio of activated T helpers to memory T cells (CD4+CD45R0+) (24.4±1.72) among 
CRSwNP patients complicated by intolerance to NSAIDs. When comparing immunological characteristics of 
the patients with concomitant bronchial asthma to other subgroups, which have CRSwNP, or the patients with/
without atopy, we have not detected any statistical differences for immune indexes studied (except elevation of 
blood eosinophils).
Keywords: chronic rhinosinusitis with nasal polyps (CRSwNP), systemic immunity, flow cytometry, asthma, NSAIDs-intolerance, atopy

Введение
Хронический полипозный риносинусит 

(ПРС) – гетерогенное воспалительное заболева-
ние полости носа и околоносовых пазух, харак-
теризующееся воспалительной инфильтрацией 
слизистой оболочки с дальнейшим повреждени-
ем коллагенового каркаса, что приводит к ремо-
делированию слизистой и образованию полипов. 
В зависимости от формы воспалительного про-

цесса в полипозной ткани доминируют или эо-
зинофилы, или нейтрофилы, реже встречается 
смешанная микс-форма, где присутствует одина-
ковое количество этих клеток [10]. Несмотря на то 
что одновременно во многих странах мира про-
водятся исследования этого заболевания, созда-
ются регистры и ведутся базы данных пациентов 
с отслеживанием динамики их клинических сим-
птомов и различных лабораторных показателей, 
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этиология ПРС и механизмы его развития до сих 
пор остаются невыясненными. В настоящий 
момент проходит собирательный этап изучения 
ПРС, появляется все больше данных, свидетель-
ствующих о неоднородности ПРС [3]. Наиболее 
популярная классификация разделения эндоти-
пов ПРС в зависимости от поляризации иммун-
ного ответа в сторону Th1- или Th2-лимфоцитов 
не охватывает все разнообразие развития пато-
логического процесса [11]. Колебания иммуно-
логических параметров в динамике хроническо-
го воспаления отражают степень адекватности 
реакций иммунной системы на патологический 
процесс, в связи с чем они имеют большое диа-
гностическое и прогностическое значение. 

В России проводились немногочислен-
ные исследования клеточного иммуните-
та у больных ПРС. Выявлено снижение со-
держания T-лимфоцитов CD3+HLA-DR+ 
и CD4+ и повышение процентного уровня 
В-лимфоцитов CD19+ [5]. По данным ученых 
из Челябинска, в группе ПРС также обнаруже-
но снижение Т-лимфоцитов CD3+HLA-DR+, 
CD4+CD25+CD127+ и абсолютного и относи-
тельного количества Т-регуляторных клеток 
(Тreg) CD4+CD25+CD127- с одновременным 
повышением количества T-NK-лимфоцитов 
(CD3+CD16+CD56+) [7]. Другая группа авторов 
указывает на уменьшение уровня абсолютно-
го количества Т-хелперов (CD4+) и цитотокси-
ческих Т-лимфоцитов (CD8+ клеток). В группе 
больных с рецидивирующим ПРС с сопутствую-
щей бронхиальной астмой (БА) отмечали досто-
верное уменьшение содержания CD20+В-клеток 
по сравнению с группой пациентов с ПРС без 
БА и без рецидивов [6]. В работе исследователей 
из Казахстана описано повышение цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов периферической крови при 
ПРС [4]. 

Также, по разным отечественным и зарубеж-
ным литературным источникам, обнаружена 
неоднозначная картина изменения количества 
Т-регуляторных (Treg) CD4+CD25brightCD127lowtoneg 
лимфоцитов при ПРС в периферической кро-
ви. В работах ряда авторов отмечалось снижение 
этой популяции Т-лимфоцитов [7, 16]. В другой 
статье 2016 года не найдено различий уровня Treg 
между пациентами с ПРС и здоровыми людьми, 
но отмечено увеличение этих клеток в ткани по-
липов [14]. Это подтверждает еще одно иссле-
дование, где в полипозном материале обнару-
жено повышение CD4+Treg и активированных 
Т-лимфоцитов [15], при этом другие авторы ука-
зывают на снижение этих клеток в ткани [13, 17].

Неправильное функционирование системы 
врожденного иммунитета слизистой оболоч-
ки носа и околоносовых пазух приводит к тому, 
что не осуществляется иммунная эксклюзия ин-
фекционных агентов, формируется повышенная 
восприимчивость к вирусным и бактериальным 

инфекциям верхних дыхательных путей, что 
приводит к хронизации воспалительного про-
цесса [1]. Одними из важнейших компонентов 
клеточного врожденного иммунного ответа яв-
ляются мультифункциональные лимфоциты на-
туральные киллеры (NK) CD3+CD16+CD56+. 
При их активации посредством экзоцитоза ци-
тотоксических гранул осуществляется лизис по-
раженных клеток. Одновременно они синтезиру-
ют провоспалительные цитокины: интерферон-γ 
(IFNγ) и фактор некроза опухоли. В исследова-
нии, проведенном в Южной Кореи, у больных 
с хроническим риносинуситом выявлены дефек-
ты функционирования NK и выявлены сильные 
обратные корреляционные связи между эозино-
филией периферической крови и дисфункцией 
NK в объеме нарушения экзоцитоза гранул и экс-
прессии IFNγ [12]. Кроме того, при хроническом 
риносинусите нарушен NK-индуцируемый апоп-
тоз эозинофилов, что увеличивает продолжи-
тельность их жизни и способствует персистенции 
эозинофильного воспаления слизистой околоно-
совых пазух [11].

Исходя из вышеизложенного, изучение кле-
точного иммунитета при полипозном риносину-
сите остается актуальным и интересным с точки 
зрения исследования направления патогенетиче-
ских механизмов этого непонятного на данный 
момент заболевания. 

Цель исследования – оценить состояние по-
казателей клеточного иммунитета у пациентов 
с ПРС, проживающих в Москве и Московской 
области.

Материалы и методы
Всего обследовано 20 пациентов, страдающих 

ПРС, средний возраст 46,7±16,06 лет, из них 12 
женщин и 8 мужчин.Наличие двустороннего по-
липозного риносинусита было подтверждено 
эндоскопическим исследованием полости носа 
и данными компьютерной томографии околоно-
совых пазух. Критериями исключения служили 
односторонний процесс, присутствие онкоза-
болеваний, аутоиммунной патологии, генетиче-
ских синдромов (муковисцидоз, аллергический 
гранулематозный или эозинофильный ангиит, 
синдром Чарга–Стросса). Пациенты заполняли 
анкету, в которой отмечали сведения о нацио-
нальности, поле, возрасте, продолжительности 
проживания в регионе, сведения о наследствен-
ности, аллергических реакциях, непереноси-
мости нестероидных противовоспалительных 
препаратов (НПВП), наличии коморбидных за-
болеваний, продолжительности течения ПРС, 
количество оперативных вмешательств по пово-
ду ПРС, интервал между ними, эффективность 
консервативной терапии. Аллергологическое 
обследование, включающее скарификационные 
кожные пробы проводилось в отделении брон-
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хиальной астмы ФГБУ «ГНЦ Институт иммуно-
логии» ФМБА России. Кровь для исследования 
брали во время ремиссии. Сравнение показате-
лей проводили в нескольких группах. В качестве 
показателей контрольной группы были исполь-
зованы результаты, полученные в аналогичном 
по технике выполнения исследовании [8], где 
проанализированы клетки периферической кро-
ви 356 практически здоровых лиц в возрасте от 20 
до 45 лет из различных регионов России. В свя-
зи с клинической неоднородностью пациентов 
с ПРС одновременно проводили сравнительный 
анализ внутри группы больных ПРС. Для это-
го пациенты дополнительно были разделены 
на группу с сопутствующей бронхиальной астмой 
(9 человек) и без нее, при наличии непереноси-
мости НПВП (11 человек) и при ее отсутствии и с 
подтвержденной атопией (10 человек) и без нее.

Для иммунологического исследования ис-
пользовали венозную кровь пациентов Москов-
ского областного научно-исследовательского 
клинического института им. М.Ф. Владимирско-
го (МОНИКИ). Цитометрическое исследование 
проводили в Институте биоорганической химии 
им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Ов-
чинникова РАН. Для окрашивания лимфоцитов 
в данном исследовании были использованы сле-
дующие моноклональные антитела (МАТ): CD3+, 
CD4+, CD8+, CD16+, CD19+, CD25+, CD27+, 
CD45+, CD45R0+, CD45RA+, CD56+ и CD127+. 
МАТ фирмы Beckman Coulter (США) были мече-
ны FITC (изотиоцианатфлуоресцеина), PE (фи-
коэритрин), PC5 (комплекс PE с цианином-5) 
и ECD (комплекс PE с техасским красным) [2]. 
Для удаления эритроцитов пробоподготовку 
проводили по безотмывочной технологии с ис-
пользованием следующих лизирующих раство-
ров: OptiLyse C и ImmunoPrep (Beckman Coulter, 
США). Анализ окрашенных клеток проводили 
на проточном цитофлюориметре Cytomics FC500 
(Beckman Coulter, США). 

Подготовку клеток периферической кро-
ви человека (ПКЧ) для многоцветного анализа 
проводили в соответствии с описанными ранее 
протоколами [9]. Для корректного исключения 
из зоны анализа всех частиц, которые не соот-
ветствовали по размерам и гранулярности живым 
лимфоцитам, вводили необходимые логические 
ограничения в гистограммы распределения ча-
стиц по малоугловому, боковому светорассеянию 
и CD45. В каждой пробе анализировали не менее 
104 лимфоцитов. Абсолютное количество клеток 
определяли как в одноплатформенной (с по-
мощью реагента Flow Count [Beckman Coulter, 
США]), так и в двухплатформенной (с исполь-
зованием результатов гематологического анали-
затора LH500 [Beckman Coulter, США]) системах. 

Математическая обработка данных прово-
дилась с использованием программы IBM SPSS 

Statistics 23.0 [2]. Все количественные признаки 
тестировали на соответствие их распределения 
нормальному критерием Колмогорова. Все по-
казатели иммунограммы имели небольшую ве-
личину коэффициента эксцесса и асимметрии, 
в связи с чем для их анализа можно использовать 
методы параметрической статистики. Параме-
трические данные описаны в виде среднего зна-
чения и среднего квадратичного отклонения (±). 

Результаты
В таблице 1 представлены данные показате-

лей клеточного иммунитета периферической 
крови пациентов с хроническим полипозным 
рино синуситом и группы практически здо-
ровых людей. Исследования показали стати-
стически значимое повышение абсолютно-
го и процентного количества Т-регуляторных 
(CD4+CD25brightCD127lowtoneg), абсолютного и отно-
сительного числа активированных CD3+CD25+ 
Т-лимфоцитов, абсолютного количества NKT-
лимфоцитов (CD16+CD56+CD3+) и В-клеток 
памяти (CD19+CD25+СD27+) у больных, стра-
дающих ПРС. Также обнаружен рост абсолют-
ного (0,25±0,14) и относительного (10,94±5,12) 
количества активированных натуральных кил-
леров (CD3-CD8+) и натуральных киллеров 
(CD3-CD16+CD56+) при назальном полипозе 
относительно здоровых людей. Статистиче-
ски значимых различий показателей цитоток-
сических Т-лимфоцитов (CD3+CD8+), общих 
В-лимфоцитов CD3-CD25+ и общих Т-лим-
фоцитов (CD3+CD19-), Т-хелперов (CD3+CD4+) 
и общего и процентного содержания лимфоци-
тов между группами не найдено.

Обсуждение
В результате проведенного анализа раз-

личия иммунологических показателей между 
группой пациентов с ПРС и здоровыми людь-
ми выявлено повышение числа Т-регуляторных 
(CD4+CD25brightCD127lowtoneg) (Treg) лимфоцитов 
(табл. 1), которые оказывают супрессирующее 
воздействие на эффекторные клетки адаптивно-
го иммунного ответа как непосредственно при 
прямом контакте между клетками, так и через 
секрецию трансформирующего фактора роста-β 
(TGF-β) и интерлейкина-10 (IL-10). Доказано, 
что дефекты неправильного функционирования 
системы врожденного иммунитета слизистой 
оболочки носа и околоносовых пазух приводят 
к тому, что не осуществляется иммунная эксклю-
зия инфекционных агентов, формируется по-
вышенная восприимчивость к вирусным и бак-
териальным инфекциям верхних дыхательных 
путей, что является предпосылками развития 
хронического риносинусита, в том числе поли-
позного [1]. Наряду с этим, при ПРС выявлено 
повышение абсолютного и относительного ко-
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ТАБЛИЦА 1. ЗНАЧЕНИЕ ПОКАЗАТЕЛЕЙ КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ ПРС 
И ГРУППЫ ПРАКТИЧЕСКИ ЗДОРОВЫХ ЛЮДЕЙ, СРЕДНЕЕ ЗНАЧЕНИЕ И СРЕДНЕЕ КВАДРАТИЧНОЕ ОТКЛОНЕНИЕ (±)
TABLE 1. СHARACTERISTICS OF CELLULAR IMMUNE STATUS IN PERIPHERAL BLOOD OF THE PATIENTS WITH CHRONIC 
RHINOSINUSITIS AND NASAL POLYPS, MEAN AND STANDARD DEVIATION (±)

Показатели

Пациенты с ПРС
Patients with CRSwNP

Контрольная группа  
(практически здоровые люди)

Control group (healthy people)

Относительное 
количество кле-

ток 
The relative number 

of cells (%)

Абсолютное ко-
личество клеток 

The absolute 
number of cells  

(× 109/L)

Относительное 
количество кле-

ток 
The relative number 

of cells (%)

Абсолютное ко-
личество клеток 

The absolute 
number of cells  

(× 109/L)

Лейкоциты
White blood cells – 7,32±2,29 – 4,0-8,8

Лимфоциты
Lymphocytes 33,65±9,72 2,40±0,78 19-37 1,0-4,8

Эозинофилы
Eosinophils 4,53±2,50 0,32±0,2 0-5 0-0,2

В-клетки общие 
B-cells 
(CD3-CD19+)

10,11±2,79 0,25±0,12 7-17 0,111-0,376

В-клетки памяти 
Memory B cells (CD19+CD5-CD27+) 2,95±1,23 0,07±0,04* 1,8-6,8 0,012-0,040

В-клетки памяти (CD19+CD5-

CD27+) от общих В-клеток
Memory B-cells (CD19+CD5-CD27+) 
from total B cells

28,97±10,31 0,07±0,04* 30-40 0,012-0,040

NK (LGL)
(CD3-CD16+CD56+) 19,70±6,44* 0,47±0,21* 8-17 0,123-0,369

NK активированные 
Activated NK cells 
(CD3-CD8+)

10,94±5,12 0,25±0,14* 1-3 0,23-0,369

NKТ-клетки 
NKT cells
(CD16+CD56+CD3+)

9,28±6,15 0,16±0,13* 0,5-6 0,007-0,165

Регуляторные Т-клетки 
Regulatory T cells 
(CD4+CD25brightCD127low to neg)

8,76±1,65* 0,14±0,06* 2-6 0,009-0,078

Т-клетки активированные
Activated T cells (CD3+CD25+) 16,05±4,55* 0,26±0,13* 0,5-6 0,007-0,165

Т-клетки общие 
T cells  
(CD3+CD19-)

68,43±6,22 1,65±0,57 61-85 0,946-2,079

Т-хелперы
T helper cells
(CD3+CD4+)

41,26±6,53 0,68±0,31 35-55 0,576-1,336

Т-хелперы наивные 
Naive T-helper (CD4+CD45RА+) 16,58±7,93 0,27±0,13 20-40 0,272-1,123

Т-хелперы активированные 
и Т-памяти 
Activated T-helpers  and memory 
T cells (CD4+CD45R0+)

26,77±6,18 0,18±0,09 5-25 0,068-0,702
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личества NK (CD3-CD16+CD56+) одновременно 
с резким повышением числа активированных 
NK (CD8+CD3-) в 100% случаев. Мы предпо-
ложили, что увеличение количества NK можно 
объяснить дефектом их функционирования. В то 
же время обнаруженный нами рост относитель-
ного числа NKT-клеток (CD16+CD56+CD3+), 
вероятно, имеет место быть за счет включения 
компенсаторных механизмов при недостаточ-
ности функционирования NK. Все это также 
создает возможности персистирования воспали-
тельного процесса и затруднение элиминации 
инфекционных агентов из верхних дыхательных 
путей. Кроме того, при анализе в 100% случа-
ев было повышено количество активированных 
Т-лимфоцитов (CD3+CD25+), которое можно 
объяснить постоянным напряжением иммунно-
го ответа из-за перманентного триггерного раз-
дражения инфекционными агентами слизистой 
околоносовых пазух. Также отмечено повыше-
ние абсолютного количества В-клеток памяти 
(CD19+CD5-CD27+).

Для понимания механизмов формирования 
разных фенотипов ПРС нами проведен срав-
нительный анализ между разными группами 
пациентов с ПРС. Были выделены подгруппы: 
ПРС + БА; ПРС + непереносимость НПВП; 
ПРС + атопия, показатели крови которых срав-
нивали с остальными пациентами ПРС. Мы 
констатировали достоверно значимое повы-
шение абсолютного числа NKT-лимфоцитов 
(0,22±0,04) и снижение показателя активации 
Т-клеточного звена Т-хелперы активированные 
к Т-клеткам памяти (CD4+CD45R0+) (24,4±1,72) 
у пациентов с ПРС с одновременной непереноси-
мостью НПВП по сравнению с больными ПРС, 
толерантными к противовоспалительным пре-
паратам, у которых показатели NKT – 0,09±0,01, 

Т-хелперов, активированных к Т-клеткам памя-
ти – 26,68±1,91. При сравнении иммунологи-
ческих показателей группы пациентов с сопут-
ствующей бронхиальной астмой и с остальными 
больными ПРС и пациентов с атопией и без нее 
статистически значимой разницы, кроме по-
вышения количества эозинофилов выявлено 
не было.

Выводы
1. У больных ПРС выявлено статистически 

значимое повышение числа Т-регуляторных 
(CD4+CD25brightCD127lowtoneg) (Treg) лимфоцитов, 
повышение абсолютного и относительного ко-
личества NK (CD3-CD16+CD56+) одновременно 
с резким повышением числа активированных 
NK (CD8+CD3-) в 100% случаев и повышение 
абсолютного числа В-клеток памяти (CD19+CD5-

CD27+). 
2. Не выявлено существенного отличия по-

казателей клеточного иммунитета в перифери-
ческой крови между различными фенотипами 
больных ПРС (наличие БА, непереносимости 
НПВП и атопии), кроме значимого повышения 
абсолютного числа NKT-лимфоцитов и сниже-
ния показателя активации Т-клеточного звена 
Т-хелперы, активированные к Т-клеткам памяти 
(CD4+CD45R0+), у пациентов с ПРС с одновре-
менной непереносимостью НПВП.

3. Полученные результаты свидетельствуют 
о нецелесообразности исследования показателей 
системного клеточного иммунитета у больных 
с хроническим полипозным риносинуситом при-
составлении персонализированной тактики ве-
дения и лечения пациентов и определении долго-
срочного прогноза течения заболевания. 

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)

Показатели

Пациенты с ПРС
Patients with CRSwNP

Контрольная группа  
(практически здоровые люди)

Control group (healthy people)

Относительное 
количество кле-

ток 
The relative number 

of cells (%)

Абсолютное ко-
личество клеток 

The absolute 
number of cells  

(× 109/L)

Относительное 
количество кле-

ток 
The relative number 

of cells (%)

Абсолютное ко-
личество клеток 

The absolute 
number of cells  

(× 109/L)

Т цитотоксические 
Cytotoxic T lymphocytes 
(CD3+CD8+)

27,25±7,53 0,45±0,19 19-35 0,372-0,974

Индекс соотношения  
Тh/Т цитотоксические  
(относительные единицы)
Ratio index (Тh/Cytotoxic T cells)

1,69±0,85 1,5-2,6

Примечание. * – выборки достоверно отличаются (p < 0,05).

Note. *, the groups are significantly different at the level of p < 0.05.
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ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ ПРИ ОСЛОЖНЕНИЯХ 
ГОРМОНОТЕРАПИИ МИОМЫ МАТКИ
Хворостухина Н.Ф., Островская А.Е., Новичков Д.А., 
Степанова Н.Н.
ФГБОУ ВО «Саратовский государственный медицинский университет им. В.И. Разумовского» Министерства 

здравоохранения РФ, г. Саратов, Россия

Резюме. В структуре гинекологических заболеваний миома матки занимает «почетное» второе ме-
сто после воспалительных процессов половых органов, а удельный вес ее достигает 40%. 

Целью исследования явилось изучение особенностей цитокинового профиля и причин дисфунк-
ции иммунной системы у больных с миомой матки, осложненной геморрагическим синдромом 
на фоне гормонотерапии.

Представлен детальный сравнительный анализ результатов обследования 95 женщин с миомой 
матки, размеры которой не превышали 12-недельную беременность, преимущественно с интраму-
ральной и субсерозной локализацией узлов и имеющих показания для консервативного лечения. 
Основную группу составили 43 пациентки с миомой матки и клиникой геморрагического синдрома 
на фоне гормонотерапии (Бусерелин-депо по 3,75 мг). В группе сравнения (n = 52) лечение миомы 
матки гормональными препаратами не проводилось. Контрольная группа была представлена прак-
тически здоровыми женщинами (n = 27). Обследование включало комплексное ультразвуковое ска-
нирование с допплерометрией на аппарате HITACHI-5500. Состояние иммунной системы оценивали 
по содержанию цитокинов (интерлейкинов IL-1β, IL-4, IL-6, IL-2, IFNγ, TNFα) и уровню маркера 
апоптоза Fas-лиганда в сыворотке крови методом твердофазного иммуноанализа. Для выявления воз-
будителей урогенитальных инфекций использовали методы ПЦР-диагностики и иммуноферментно-
го анализа. 

Установлено, что возникновение геморрагического синдрома на фоне гормонотерапии миомы 
матки ассоциируется с активизацией латентных форм урогенитальных инфекций, в результате по-
тенцирующего иммуносупрессивного действия гормональных препаратов, способствующих наруше-
ниям иммунного статуса, редукции функций Th1- и Th2-лимфоцитов, а также значительному угнете-
нию апоптоза. В основной группе концентрации IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6 и IFNγ уменьшались в 1,3-1,5 
раза, а содержание TNFα и FasL – в 2 раза по отношению к контрольным данным. Кроме того, анализ 
качественных показателей маточной гемодинамики показал, что осложнения гормонотерапии мио-
мы матки сопровождаются достоверным увеличением скорости систолического кровотока в маточ-
ных артериях (в 1,8 раза), на фоне снижения диастолического кровотока (в 2,5 раза) и повышения ИР 
сосудистой стенки (в 1,6 раза), в сравнении с параметрами здоровых женщин.
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Полученные данные диктуют необходимость более детального обследования женщин в плане вы-
явления хронических форм урогенитальных инфекций, с целью совершенствования способов кон-
сервативного лечения миомы матки, снижения частоты осложнений и повышения эффективности 
гормонотерапии.

Ключевые слова: миома матки, цитокины, допплерометрия, урогенитальные инфекции, осложнения гормонотерапии

CYTOKINE PROFILE IN COMPLICATIONS OF HORMONE 
THERAPY ADMINISTERED FOR UTERINE FIBROIDS
Khvorostukhina N.F., Ostrovskaya A.E., Novichkov D.A., 
Stepanova N.N.
Saratov State V.I. Razumovsky Medical University, Saratov, Russian Federation

Abstract. Uterine fibroids take a second place in the structure of gynecological diseases, after inflammation 
of genital organs, with a share of 40%. The aim of the study was to investigate cytokine profile and factors of 
immune dysfunction in patients with uterine fibroids complicated by hemorrhagic syndrome during a course 
of hormone replacement therapy.

А detailed comparative analysis of a survey was performed in 95 women with uterine fibroids. Tumor size 
did not exceed 12 weeks of pregnancy, mainly with intramural and subserous localization of nodes, having 
indications for conservative treatment. The main group consisted of 43 patients with uterine fibroids and clinical 
signs of hemorrhagic syndrome observed in the course of hormone replacement therapy (Buserelindepot 
3.75 mg). In a comparison group (n = 52), treatment of fibroids with hormonal therapy was not carried out. 
A control group comprised healthy women (n = 27). The survey consisted of a comprehensive ultrasound scan 
with Doppler ultrasound apparatus HITACHI 5500. The immune parameters were evaluated as contents of 
cytokines (interleukins IL-1β, IL-4, IL-6, IL-2, IFNγ, TNFα) and levels of the Fas-ligand apoptosis marker 
in blood serum using solid-phase immunoassay technique. For identification of urogenital infection pathogens, 
methods of diagnostic PCR and ELISA were used.

The results of the study were as follows: it is established that emergence of hemorrhagic syndrome on 
the during hormone therapy for uterine fibroids is associated with activation of latent forms of urogenital 
infections, being a probable result of potentiating immunosuppressive action of hormonal drugs that promote 
alterations of immune status, reduction of Th1 and Th2 lymphocyte functions, as well as significant inhibition 
of apoptosis. In the main group, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6 and IFNγ concentrations were decreased by 1.3 to 
1.5 – fold, whereas TNFα and FasL contents were 2 times lower than the levels in control group. In addition, 
qualitative analysis of uterine hemodynamics has shown that the complications associated with hormone 
therapy of uterine fibroids are accompanied by a significant increase of the systolic blood flow velocity in the 
uterine arteries (1.8%), against decrease in diastolic blood flow (2.5 times) and increased resistance index of 
the vascular wall (1.6 times), as compared with appropriate parameters in healthy women. In conclusion, the 
received data suggest a need for more detailed examination of women, in order to detect chronic forms of 
urogenital infections, by means of improving conservative treatment strategies of uterine fibroids, reducing 
frequency of complications and effectiveness of hormone therapy.

Keywords: uterine fibroids, cytokines, Doppler sonography, urogenital infections, hormone therapy, complications

Введение
Сохранение и восстановление репродуктивно-

го потенциала является одной из основных задач 
современной медицины, несмотря на прогрес-
сирующее снижение индекса здоровья женского 
населения. В структуре гинекологических забо-
леваний миома матки (ММ) занимает «почетное» 
второе место после воспалительных процессов 

половых органов. Удельный вес ММ достигает 
40% и не имеет тенденции к снижению за по-
следние десятилетия [11, 17, 21, 23]. При этом 
многими авторами отмечается омолаживание 
контингента больных ММ, что непосредствен-
но отражается на реализации репродуктивной 
функции женщин. Известно, что возникнове-
ние опухоли ассоциируется с нарушениями эн-
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докринного статуса и иммунного гомеостаза. 
По мнению некоторых ученых, возникновение 
маточных кровотечений при ММ связано с на-
рушениями регуляции в системе «гипоталамус–
гипофиз–яичники» [1, 7, 16]. В то же время про-
должаются дискуссии: является ли ММ истинно 
гормонально зависимым заболеванием или име-
ет воспалительный генез [9]. В работах последних 
лет доказана немаловажная роль дисфункции 
иммунной системы, дисбиотических нарушений 
и сексуально-трансмиссивных инфекций в пато-
генезе ММ [3, 9, 13].

В настоящее время предложено множество 
различных вариантов органосохраняющего лече-
ния ММ, включающего химиотерапию, консер-
вативную миомэктомию с помощью гистероско-
пии, лапароскопии и лапаротомии, эмболизацию 
маточных артерий, дистанционное разрушение 
опухоли фокусированным ультразвуком под кон-
тролем МРТ [6, 12, 14, 19, 22, 24]. Однако, несмо-
тря на широкое внедрение высоких хирургиче-
ских технологий при лечении ММ, вероятность 
рецидива заболевания в течение 5 лет составляет 
45-55% [22, 24]. А удельный вес выполняемых ги-
стерэктомий при ММ в структуре оперативных 
вмешательств достигает 60,9-95,3% [4]. В свя-
зи с этим приоритет при лечении ММ остается 
за гормональной терапией, используемой как в 
качестве нео- и адьювантной, так и самостоя-
тельного варианта лечения [1, 4, 11, 16, 17, 20, 
21, 23]. В арсенале специалиста на сегодняшний 
день имеется огромный выбор лекарственных 
средств для химиотерапии ММ (прогестагены, 
агонисты гонадолиберина (а-ГнРГ), антигестаге-
ны). Следует отметить, что при назначении лю-
бого из гормональных препаратов возможны по-
бочные эффекты или осложнения (метроррагии, 
увеличение размеров опухоли). Появление этих 
осложнений зачастую расценивается как неэф-
фективность гормонотерапии и сопровождается 
направлением на оперативное лечение.

Цель – изучить особенности цитокинового 
профиля и причины дисфункции иммунной си-
стемы у больных миомой матки, осложненной 
геморрагическим синдромом на фоне гормоно-
терапии.

Материалы и методы
Под нашим наблюдением находились женщи-

ны с ММ (n = 95), размеры которой не превышали 
12-недельную беременность, преимущественно 
с интрамуральной и субсерозной локализацией 
узлов и имеющие показания для консервативно-
го лечения. Основную группу составили 43 паци-
ентки с ММ и клиникой геморрагического син-

дрома на фоне гормонотерапии (Бусерелин-депо 
по 3,75 мг каждые 4 недели). В группе сравнения 
(n = 52) лечение ММ гормональными препара-
тами не проводилось. Контрольная группа была 
представлена практически здоровыми женщина-
ми (n = 27). 

 Всем пациенткам проводилось стандартное 
клинико-лабораторное обследование и ком-
плексное ультразвуковое исследование (УЗИ) 
с допплерометрией абдоминальным и ваги-
нальным датчиком, на аппарате HITACHI-5500 
с применением широкополосных, сверхвысоко-
плотных конвексных датчиков 3,5-5,0 МГц и по-
лостных датчиков 5,0-7,5 МГц. Определяли раз-
меры матки, локализацию и размеры узлов ММ, 
а также максимальную (V max) и минимальную 
(V min) скорости кровотока, с расчетом индекса 
резистентности (ИР) в каждой маточной артерии. 
Состояние иммунной системы оценивали по со-
держанию цитокинов в сыворотке крови женщин. 
Исследование проводили методом твердофазно-
го иммуноанализа. Для определения интерлей-
кинов (IL-1β, IL-4, IL-6), интерферона (IFNγ) 
и фактора некроза опухоли (TNFα) использо-
вали наборы реактивов «Вектор-Бест» (г. Ново-
сибирск). Для определения интерлейкина IL-2 
использовали набор реактивов фирмы Biosource, 
США. Для определения Fas-лиганда (FasL) ис-
пользовали набор реактивов фирмы Medsystems, 
Австрия. Дополнительно проведено обследова-
ние на ИППП методом ПЦР-диагностики и вы-
явления антител IgG и IgM к возбудителям уро-
генитальных инфекций (Chlamydia trachomatis, 
Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis, 
Cytomegalovirus, Herpes simplex) с помощью имму-
ноферментного анализа (ИФА) на тест-системах 
производства ЗАО «Вектор Бест» (г. Новоси-
бирск).

Статистическая обработка результатов ис-
следования выполнена с использованием паке-
та прикладных программ Statgraphics (Statistical 
Graphics System), разработанного фирмой 
STSC Inc., c выведением М±m, процентов, ло-
гарифмических средних (x) с 95% доверитель-
ным интервалом и достоверностью различий (Р) 
по критерию Стьюдента-Фишера. 

Результаты
Возраст обследованных женщин варьировал 

от 21 до 42 лет и в среднем составил в основ-
ной группе 30,5±4,3 лет, в группе сравнения – 
30,2±3,7 года, в контрольной группе – 30,2±5,5 
лет, что не имело значимых межгрупповых раз-
личий. Общая характеристика групп обследован-
ных женщин представлена в таблице 1. 
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ТАБЛИЦА 1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ГРУПП ОБСЛЕДОВАННЫХ ЖЕНЩИН
TABLE 1. GENERAL CHARACTERISTICS OF THE STUDIED GROUPS OF WOMEN

Исследуемый показатель
Parameters under study

Основная группа
Main group 

(n = 43)

Группа сравнения
Comparison group

(n = 52)

Контрольная группа
Control group 

(n = 27)
n % n % n %

Акушерско-гинекологический анамнез
Obstetric anamnesis

Роды
Birth 21 48,8±1,8* 25 48,1±1,2* 22 81,5±2,1

Самопроизвольный аборт
Spontaneous abortion 16 37,2±1,6* 19 36,5±1,3* 2 7,4±0,7

Нарушения овариально-мен-
струального цикла
Altered ovarian-menstrual cycle

33 76,7±2,4* 40 76,9±2,6* 1 3,7±0,5

Хронические воспалительные 
заболевания гениталий
Chronic inflammatory diseases of 
the genitals

38 88,4±2,7* 46 88,5±2,4* 3 11,1±0,8

Эктопия шейки матки
Crevical ectopia 28 65,1±2,2* 33 63,5±2,7* 1 3,7±0,5

Использование ВМС
The intrauterine devices 2 4,7±0,4 2 3,8±0,5 0 0

Экстрагенитальные заболевания
Extragenital diseases

Ожирение
Obesity 28 65,1±2,2* 33 63,5±2,7* 1 3,7±0,5

Заболевания сердечно-сосуди-
стой системы
Cardiovascular disease

15 34,9±1,5 19 36,5±1,3* 0 0

Заболевания желудочно-ки-
шечного тракта
Diseases of the gastrointestinal 
tract

6 13,9±0,8* 7 13,5±0,9* 2 7,4±0,7

Анемия
Anemia 42 97,7±2,2 6 11,5±0,6* 0 0

Примечание. * p – достоверность различий с контрольной группой (p < 0,05).

Note. * p, significance of differences with the control group (p < 0.05).

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ДОППЛЕРОМЕТРИИ ПРИ МИОМЕ МАТКИ
TABLE 2. THE RESULTS OF DOPPLER IMAGING IN UTERINE FIBROIDS

Исследуемый показатель
Parameters under study

Основная группа
Main group

(n = 43)

Группа сравнения
Comparison group 

(n = 52)

Контрольная группа
Control group 

(n = 27)
V max см/сек.
V max сm/sec 83,29±3,10*# 66,10±2,08* 45,16±1,23

V min см/сек.
V min сm/sec 8,17±0,52*# 11,56±0,39* 20,32±0,74

Индекс резистентности
The resistance index 0,90±0,02* 0,79±0,02* 0,54±0,02

Примечание. * p – достоверность различий с контрольной группой (p < 0,05); # p – достоверность различий 
с группой сравнения (p < 0,05).

Notes. * p, significance of differences with the control group (p < 0.05); # p, significance of differences with the comparison group 
(p < 0.05).



743

Цитокиновый профиль при миоме матки
Cytokine profile in uterine fibroids2017, Vol. 19,  6

2017, Т. 19, № 6

ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ЦИТОКИНОВ ПРИ МИОМЕ МАТКИ
TABLE 3. THE RESULTS OF THE CYTOKINE STUDY IN UTERINE FIBROIDS

Исследуемый 
показатель (пг/мл)

Parameter studied (pg/ml)

Основная группа
Main group 

(n = 43)

Группа сравнения
Comparison group 

(n = 52)

Контрольная группа
Control group 

(n = 27)
IL-1β 4,6±0,19* 5,2±0,22* 6,5±0,08
IL-2 60,1±0,65* 62,2±1,04* 79,7±1,41
IL-4 2,6±0,32* 2,9±0,15* 3,7±0,09
IL-6 4,3±0,22* 4,8±0,32* 6,3±0,14
TNFα 0,8±0,02*# 1,2±0,04* 1,6±0,05
IFNγ 8,6±1,16* 10,3±1,05* 13,3±0,27
FasL 0,15±0,03* 0,17±0,04* 0,3±0,05

Примечание. * p – достоверность различий с контрольной группой (p < 0,05); # p – достоверность различий 
с группой сравнения (p < 0,05).

Note. * p, significance of differences against control group (p < 0.05); # p, significance of differences against comparison group 
(p < 0.05).

Обращает на себя внимание высокая частота 
хронических воспалительных процессов поло-
вых органов, нарушений менструального цик-
ла и цервикальной патологии у больных с ММ 
в сравнении с параметрами контрольной группы. 
Кроме того, невынашивание беременности и за-
болевания сердечно-сосудистой системы в анам-
незе прослежены у каждой 3-ей пациентки с ММ, 
а более чем у 60% установлено нарушение жиро-
вого обмена. Анемия легкой и средней степеней 
тяжести достоверно чаще (в 8,5 раз) диагностиро-
валась в основной группе.

Результаты проведенного УЗИ показали, что 
размеры матки в группах обследуемых женщин 
колебались от 6-7 до 12 недель беременности. 
Средний объем матки в основной группе со-
ставил 394,2±178,6 см3, в группе сравнения – 
391,3±159,6 см3, что имело значимые различия 
с контрольными данными (84,7±5,2 см3; p < 0,05). 
По локализации миоматозных узлов в обеих груп-
пах наблюдались преимущественно интерстици-
альные, реже – субсерозные. Количество узлов 
варьировало от 3 до 6, а размеры – от 2,5 до 5 см. 

При изучении маточной гемодинамики 
у больных ММ мы не выявили достоверных раз-
личий уголнезависимых параметров в правой 
и левой маточных артериях. Поэтому для даль-
нейших исследований использовали усреднен-
ные величины V max, V min и ИР между маточ-
ными артериями (табл. 2). 

Анализ качественных показателей маточной 
гемодинамики показал, что у пациенток с ММ 
скорость систолического кровотока в маточ-
ных артериях (V max) достоверно увеличивалась 
по отношению к контрольным данным, на фоне 
снижения диастолического кровотока (V min) 

и повышения ИР сосудистой стенки. Более выра-
женные изменения параметров допплерометрии 
мы констатировали в основной группе (табл. 2). 
При сочетании ММ с геморрагическим синдро-
мом на фоне гормонотерапии выявлено повы-
шение V max в 1,8 раза, ИР – в 1,6 раза, а V min 
снижалась в 2,5 раза в сравнении с параметрами 
у здоровых женщин (p < 0,05), при этом были по-
лучены значимые различия с группой сравнения. 

Результаты исследования иммунной системы 
показали достоверное снижение всех изучаемых 
цитокинов у больных ММ, при этом более вы-
раженное снижение показателей констатировано 
в группе пациенток с осложнениями гормоноте-
рапии (табл. 3). В основной группе концентрации 
IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6 и IFNγ уменьшались в 1,3-
1,5 раза по отношению к контрольным данным, 
а содержание TNFα – в 2 раза (p < 0,05). 

Соотношение IFNγ/IL-4 у пациенток с ММ 
несколько снижалось в сравнении с контроль-
ной группой (с 3,6 до 3,5), а при сочетании ММ 
с геморрагическим синдромом – до 3,3, что 
свидетельствует о редукции преимущественно 
Th1-лимфоцитов по сравнению с Th2-клетками 
и подавлении в большей степени клеточного им-
мунного ответа при развитии геморрагического 
синдрома на фоне гормонотерапии ММ. 

При изучении маркера апоптоза в клеточной 
популяции FasL мы констатировали достоверное 
уменьшение его уровня по отношению к норма-
тивным значениям (в группе сравнения – в 1,8 
раза), с прогрессирующим падением его содер-
жания (в 2 раза) в сыворотке крови пациенток 
основной группы (табл. 3).

Учитывая высокую частоту хронических вос-
палительных заболеваний гениталий у больных 
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ТАБЛИЦА 4. РЕЗУЛЬТАТЫ ИНФЕКЦИОННОГО СКРИНИНГА ПРИ МИОМЕ МАТКИ
TABLE 4. RESULTS OF INFECTION SCREENING IN UTERINE FIBROIDS

Исследуемый показатель
Parameter under study

Основная группа
Main group 

(n = 43)

Группа сравнения
Comparison group 

(n = 52)

Контрольная группа
Control group 

(n = 27)

n % n % N %

Бактериоскопическое исследование мазков
Bacterioscopy of smears

Нормоценоз
Normocenosis 1 2,4±0,3*# 2 3,8±0,5* 26 96,3±2,7

Бактериальный вагиноз
Bacterial vaginosis 9 20,9±1,1*# 30 57,7±2,4* 1 3,7±0,5

Кольпит
Colpitis 33 76,7±2,4# 20 38,5±1,5 0 0

ПЦР-диагностика на ИППП
PCR diagnostics of sexually transmitted infections

Хламидии
Chlamydia 25 58,1±2,3# 12 23,1±1,3 0 0

Уреаплазмы
Ureaplasma 18 41,9±1,4*# 15 28,8±1,5* 1 3,7±0,5

Микоплазмы
Mycoplasma 21 48,8±1,8*# 19 36,5±1,7* 2 7,4±0,7

Трихомонады
Trichomonas 23 53,5±1,9# 6 11,5±0,6 0 0

ИФА на ИППП
ELISA of sexually transmitted infections

Хламидии IgG
Chlamydia IgG 43 100,0# 33 63,5±2,7 0 0

Хламидии IgM
Chlamydia IgM 25 58,1±2,3# 12 23,1±1,3 0 0

Уреаплазмы IgG
Ureaplasma IgG 42 97,7±2,2* 50 98,1±1,6* 4 14,8±0,9

Уреаплазмы IgM
Ureaplasma IgM 18 41,9±1,4# 15 28,8±1,5 0 0

Трихомонады IgG
Trichomonas IgG 42 97,7±2,2# 33 63,5±2,7 0 0

ВПГ IgG
HSV IgG 43 100,0* 52 100,0* 7 25,9±1,2

ВПГ IgМ
HSV IgM 38 88,4±2,7# 31 59,6±2,6 0 0

Примечание.* p – достоверность различий с контрольной группой (p < 0,05); # p – достоверность различий 
с группой сравнения (p < 0,05).

Note. * p, significance of differences against control group (p < 0.05); # p, significance of differences against comparison group 
(p < 0.05).

ММ, мы включили в план обследования женщин, 
помимо микроскопии мазков, инфекционный 
скрининг, с использованием ПЦР-диагностики 
и метода ИФА.

Анализ данных бактериоскопического иссле-
дования мазков позволил диагностировать бакте-

риальный вагиноз более чем у половины женщин 
с ММ без предшествующего лечения, кольпит – 
в каждом третьем случае (табл. 4). Развитие ос-
ложнений на фоне приема гормональных препа-
ратов способствовало достоверному увеличению 
частоты обнаружения лабораторных признаков 
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кольпита (в 2 раза), при снижении удельного веса 
бактериального вагиноза (в 2,8 раза). Возбудите-
ли специфических инфекций при микроскопии 
не были выявлены ни в одном случае.

Проведение ПЦР-диагностики на ИППП 
положительные результаты были получены не у 
всех больных с ММ (табл. 4). В группе сравне-
ния превалировали микоплазменная и уреаплаз-
менная инфекции, хламидии были обнаружены 
почти у каждой 4-ой женщины, а трихомониаз 
выявлен в единичных наблюдениях. У пациенток 
основной группы установлено достоверное воз-
растание частоты диагностики урогенитальных 
инфекций при ПЦР-скрининге. Однако допол-
нительное исследование крови на обнаружение 
специфических антител IgG и IgM к возбудите-
лям ИППП методом ИФА позволило установить 
в основной группе носительство уреаплазменной 
и трихомонадной инфекций уже более чем у 97% 
женщин; хронический хламидиоз и герпетиче-
скую инфекцию – в 100% наблюдений, а различ-
ные ассоциации возбудителей констатированы 
во всех случаях. В группе сравнения отмечено 
некоторое снижение удельного веса латентных 
форм ИППП в сравнении с показателями основ-
ной группы, но частота обнаружения возбудите-
лей урогенитальных инфекций при ИФА в 2-3,5 
раза превышала аналогичные результаты ПЦР-
диагностики. А удельный вес определяемых IgM 
к хламидиям и уреаплазмам в группах совпадал 
в данными ПЦР-тестирования (табл. 4).

Необходимо также отметить, что выявление 
IgM к возбудителям урогенитальных инфекций 
у больных основной группы свидетельствовало 
об активизации хронического воспалительно-
го процесса гениталий, проявлением которого, 
по нашему мнению, и являлся геморрагический 
синдром в виде маточного кровотечения различ-
ной степени выраженности. 

Обсуждение
В настоящее время установлено, что одним 

из факторов риска возникновения ММ является 
хронический воспалительный процесс внутрен-
них половых органов [5, 15]. Анализ анамнести-
ческих данных в нашей работе показал превали-
рование генитальной патологии у всех больных 
с ММ. В то же время возникновение осложнений 
гормонотерапии сопровождалось достоверным 
увеличением частоты выявления лабораторных 
признаков кольпита (до 77%), с обнаружением 
возбудителей урогенитальных инфекций даже 
при ПЦР-скрининге. Дополнительное обсле-
дование женщин методом ИФА позволило диа-
гностировать латентные формы ИППП у боль-

шинства больных ММ, а признаки активизации 
хронических форм урогенитальных инфекций 
были более выражены при осложнениях гормо-
нотерапии. По мнению А.Д. Макацария (2010), 
развитие системного воспаления является от-
правной точкой патогенеза тромбофилий, про-
грессирование которых вызывает поражение 
эндотелия сосудов с нарушением его тромборе-
зистентных свойств, что играет ключевую роль 
в регуляции гемостаза [8]. Кроме того, проведен-
ными ранее исследованиями было доказано, что 
развитие геморрагического синдрома на фоне 
гормонотерапии ММ ассоциируется с нарушени-
ями гемостатического потенциала крови, с явле-
ниями гиперкоагуляции, снижением тромбоци-
тов и их агрегационной способности, угнетением 
фибринолиза, а также повышением продуктов 
паракоагуляции [18]. 

Прогрессирование опухолевого процесса не-
которые ученые связывают с иммунодепрессией 
и неспособностью клеток подвергаться апопто-
зу [3, 13]. Изучение иммунного статуса при ММ 
в нашей работе свидетельствовало о подавлении 
продукции про- и противовоспалительных ци-
токинов на фоне угнетения апоптоза, с прогрес-
сированием выявленных изменений в случае 
развития геморрагического синдрома при ис-
пользовании гормональных препаратов. Сни-
жение концентрации FasL у больных ММ отно-
сительно нормативных показателей, по нашему 
мнению, свидетельствует о снижении цитоток-
сического киллинга, осуществляемого Т- и NК-
клетками, что способствует прогрессированию 
заболевания и согласуется с данными И.С. Сидо-
ровой и соавт. (2012) [15].

Кроме того, результаты нашего исследова-
ния позволили установить, что назначение гор-
мональных препаратов для консервативного 
лечения ММ на фоне хронического эндометри-
та специфической этиологии оказывает потен-
цирующее иммунодепрессивное воздействие 
на организм женщины, способствуя появлению 
системной воспалительной реакции организма, 
увеличивая тем самым частоту побочных эффек-
тов и осложнений.

При комплексном УЗИ с допплерометрией 
у пациенток с осложнениями гормонотерапии 
ММ зафиксировано достоверное увеличение мак-
симальной скорости кровотока (в 1,8 раза), индек-
са периферического сопротивления (в 1,6 раза), 
при снижении диастолического кровотока 
(в 2,5 раза). Аналогичные данные были пред-
ставлены в публикации И.Е. Рогожиной и соавт. 
(2013). Авторы отметили выраженные изменения 
маточной гемодинамики и преобладание гипер-
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Заключение
Осложнения при консервативном лечении 

ММ обусловлены активизацией латентных форм 
ИППП, в результате потенцирующего иммуносу-
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ПОКАЗАТЕЛИ ЦИТОКИНОВОЙ АКТИВНОСТИ И УРОВНЯ 
ПРОДУКЦИИ β-ЭНДОРФИНА ПРИ АРТЕРИАЛЬНОЙ 
ГИПЕРТЕНЗИИ, ПРОТЕКАЮЩЕЙ НА ФОНЕ АСТЕНО-
НЕВРОТИЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ, У МУЖЧИН МОЛОДОГО 
ВОЗРАСТА ИЗ ГРУППЫ НАПРЯЖЕННЫХ ПРОФЕССИЙ
Герцев А.В.1, 2, Ищук В.Н.1, 2, Закревский Ю.Н.3
1 Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова, Санкт-Петербург, Россия  
2 Всероссийский центр экстренной и радиационной медицины им А.М. Никифорова МЧС России,  
Санкт-Петербург, Россия 
3 Объединенное стратегическое командование «Север», Россия

Резюме. В настоящее время гипертоническая болезнь является наиболее распространенной сома-
тической патологией среди лиц молодого и трудоспособного возраста. Особой проблемой является 
развитие и прогрессирование артериальной гипертензии у лиц молодого возраста напряженных спе-
циальностей. У таких больных, на фоне хронического стресса, как правило, часто возникают эмоци-
ональные нарушения в виде тревоги и депрессии. Прямое патофизиологическое воздействие тревож-
но-депрессивных расстройств на сердечно-сосудистую систему способствует развитию нарушений 
со стороны основных регуляторных процессов и опасных для жизни клинических форм ишемической 
болезни сердца и гипертонической болезни. Однако, несмотря на наличие достаточного количества 
данных о влиянии тревожно-депрессивных нарушений на течение кардиологической патологии, тем 
не менее открытыми остаются вопросы степени изменений со стороны нейропептидно-цитокиново-
го пула иммунной системы у лиц молодого возраста с артериальной гипертензией из группы напря-
женных специальностей. Кроме того, стоит проблема минимальной изученности вопросов взаимоза-
висимости изменений в функционировании основных регуляторных систем (вегетативной нервной 
и иммунной) у таких больных.

В связи с чем целью данной работы явилось изучение цитокиновой активности иммунной систе-
мы и уровня продукции β-эндорфина при артериальной гипертензии, протекающей на фоне астено-
невротических нарушений, у мужчин молодого возраста из группы напряженных профессий, а также 
исследование характера взаимовлияний между показателями функционирования надсегментарной 
области вегетативной нервной системы и иммунитетом у этих больных. Были сформированы группы: 
1-я (n = 34) – больные с артериальной гипертензией и астено-невротическими нарушениями; 2-я 
(n = 20) – пациенты с артериальной гипертензией без психологических нарушений, острых и хро-
нических стрессов в анамнезе (контроль). Нейропептидно-цитокиновый пул иммунной системы ис-
следовали по уровню содержания в сыворотке крови цитокинов провоспалительного (TNFα, IL-1β, 
IL-6) и противовоспалительного (IL-4, IL-10) спектра, а также β-эндорфина. 

В ходе проведенного клинико-лабораторного обследования авторами установлено, что у пациен-
тов с артериальной гипертензией и астено-невротическими нарушениями, имеет место активация 
уровня провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-1β, IL-6), подавление противовоспалительных ци-



750

Gertsev A.V. et al.
Герцев А.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

токинов (IL-4, IL-10), а также снижение β-эндорфина в крови. Кроме того, выявлены нарушения 
во взаимовлиянии между вегетативной нервной и иммунной системами у этих больных.
Ключевые слова: гипертензия, астения, β-эндорфин, цитокин, интерлейкин, воспаление

INDICATORS OF CYTOKINE ACTIVITY AND BETA-ENDORPHIN 
PRODUCTION LEVEL IN ARTERIAL HYPERTENSION 
ASSOCIATED WITH ASTHENIC/NEUROTIC DISORDERS IN 
YOUNG MEN EMPLOYED IN STRESSFUL PROFESSIONS
Gertsev A.V.a, b, Ischuk V.N.a, b, Zakrevsky Yu.N.c
a S. Kirov Military Medical Academy, St. Petersburg, Russian Federation  
b A. Nikiforov Russian Centre of Emergency and Radiation Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
c The Northern Joint Strategic Command, Russian Federation

Abstract. At the present time, arterial hypertension is the most common somatic pathology among young 
and able-bodied persons. Development and progression of hypertension in young people occupied with stressful 
jobs presents a particular problem. Anxiety and depression arise quite commonly in such persons subjected 
to chronic stress. Direct pathophysiological effects of anxiety and depressive disorders upon cardiovascular 
system leads to development of disturbances of basic regulatory processes and life-threatening clinical forms 
of ischemic heart disease and hypertension. However, despite sufficient data about the impact of anxiety and 
depressive disorders on the course of cardiac pathology, some open questions remain concerning the degree of 
changes in neuropeptide-cytokine pool of immune system in young, intensively working hypertensive patients. 
Moreover, there is lack of knowledge concerning interdependence in functioning of the major regulatory 
systems (autonomic nervous and immune) in such patients.

In this connection, the aim of this work was to study cytokines of the immune system, and the levels of beta-
endorphin production in hypertension, proceeding with astheno-neurotic disorders in young men of intensive 
specialties, as well as study of interactions between the indices of autonomic nervous system functioning, and 
immunity parameters in these patients. The following groups were under study: 1st (n = 34) included patients with 
hypertension and astheno-neurotic problems; 2nd (n = 20), patients with hypertension without psychological 
disorders, with acute or chronic stress in previous history (controls). Neuropeptide-cytokine profile of the 
immune system was evaluated by levels of proinflammatory cytokines (TNFα, IL-1β, IL-6), antiinflammatory 
cytokines (IL-4, IL-10), and β-endorphin.

In the course of clinical and laboratory examination, we have found that, in the patients with hypertension 
and astheno-neurotic disorders, activation of proinflammatory cytokines (TNFα, IL-1β, IL-6), suppression 
of anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL-10), and reduced β-endorphin in the blood are registered. Moreover, 
the disturbances detected showed the mutual interactions between autonomic nervous and immune systems in 
these patients.

Keywords: hypertension, asthenia, β-endorphin, cytokine, interleukin, inflammation

Введение
В настоящее время гипертоническая болезнь 

(ГБ) является наиболее распространенной сома-
тической патологией среди лиц молодого и тру-
доспособного возраста [2]. Особой проблемой 
является развитие и прогрессирование ГБ у лиц 
молодого возраста напряженных специально-
стей [1]. У таких пациентов основными фактора-
ми риска, участвующими в формирования артери-
альной гипертензии (АГ), являются психические 
и эмоциональные перенапряжения [3]. Психоло-
гический статус у пациентов молодого возраста 
с АГ, подвергающихся хроническому стрессу, ха-
рактеризуется как смешанный тип реагирования, 
для которого характерно общее перенапряжение 

и соматизация внутреннего конфликта (психо-
соматический вариант дезадаптации) [15]. У этих 
больных, как правило, часто возникают эмоци-
ональные нарушения в виде тревоги и депрес-
сии [12]. С усилением психических расстройств 
симптомы основного заболевания уходят на вто-
рой план, а ведущее место начинает занимать аф-
фективная патология [11]. Депрессивные и тре-
вожные расстройства являются неблагоприятным 
прогностическим фактором, утяжеляют течение 
сердечно-сосудистой патологии, способствуют 
прогрессированию атеросклеротических процес-
сов и приводят к более раннему возникновению 
осложнений – острого инфаркта миокарда и ин-
сульта [13]. Прямое патофизиологическое воз-
действие тревожно-депрессивных расстройств 
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на сердечно-сосудистую систему способствует 
развитию нарушений со стороны основных регу-
ляторных процессов и опасных для жизни клини-
ческих форм ишемической болезни сердца (ИБС) 
и ГБ [4]. 

Несмотря на наличие достаточного количе-
ства данных о влиянии тревожно-депрессивных 
нарушений на течение кардиологической пато-
логии, тем не менее открытыми остаются вопро-
сы степени изменений со стороны нейропеп-
тидно-цитокинового пула иммунной системы, 
являющегося одним из важных эффекторных 
звеньев патогенеза при сердечно-сосудистых 
заболеваниях, у пациентов с АГ, подвергшихся 
хроническому стресс-индуцированному воздей-
ствию в период профессиональной деятельности. 
Кроме того, на сегодняшний день стоит также 
проблема минимальной изученности вопросов 
взаимозависимости изменений в функциони-
ровании основных регуляторных систем (веге-
тативной нервной [ВНС] и иммунной) у таких 
больных.

В связи с чем целью данной работы явилось  
изучение цитокиновой активности иммунной 
системы и уровня продукции β-эндорфина при 
АГ, протекающей на фоне астено-невротических 
нарушений, у мужчин молодого возраста из груп-
пы напряженных профессий, а также исследова-
ние характера взаимовлияний между показателя-
ми функционирования надсегментарной области 
ВНС и иммунитетом у этих больных.

Материалы и методы
Провели клинико-лабораторное обследова-

ние 54 больных (мужчин) в возрасте от 30 до 45 
лет со средним возрастом (34,0±8,4) лет. У 34 об-
следуемых (основная группа) имелась впервые 
выявленная ГБ I и II стадии (I10 по МКБ – 10) 
и астено-невротическое расстройство с тре-
вожными и депрессивными проявлениями (F48 
по МКБ – 10). Контрольную группу (КГ) соста-
вили 20 пациентов с ГБ I и II стадии без психо-
логических нарушений, острых и хронических 
стрессов в анамнезе.

Длительность наблюдения за больными была 
(14±2,6) сут.

Для решения цели исследования нами сфор-
мированы группы: 

1-я (n = 34) – больные с АГ и астено-невроти-
ческими нарушениями.

2-я (n = 20) – контроль.
Критерием исключения являлись пациенты 

с активным воспалительным процессом, онко-
логическими заболеваниями и с заболеваниями 
иммунной системы. 

В группах обследования цитокиновый про-
филь и уровень продукции β-эндорфина иссле-
довали в лабораторных условиях in vitro методом 
иммуноферментного анализа с применением 

тест-систем как отечественного, так и зарубеж-
ного производства. Применяли тест-системы 
фирмы BioSource International (Калифорния, 
США) для определения в сыворотке крови IL- 1β, 
IL-4, и фирмы ProCon (Санкт-Петербург, Рос-
сия) – TNFα, IL-6, IL-10. Показатели продук-
ции β-эндорфина определяли с использовани-
ем тест-систем фирмы BioSource International 
(Калифорния, США). Чувствительность тест-
систем для определения цитокинов – 2 пг/мл, 
β-эндорфина – 0,04-0,06 пг/мл.

Исследования проводили в клинике военно-
морской терапии Военно-медицинской акаде-
мии им. С.М. Кирова, углубленное лабораторное 
обследование – в научно-исследовательской ла-
боратории клеточного и гуморального иммуни-
тета Всероссийского центра экстренной и ради-
ационной медицины им. А.М. Никифорова МЧС 
России (Санкт-Петербург).

Математическую обработку данных иссле-
дования осуществили на IBM-совместимом 
персональном компьютере. Электронная база 
данных создана в программной среде Microsoft 
Excel – 2003-2007, статистический анализ вы-
полнен с помощью пакета прикладных программ 
Statistica for Windows v. 6.0 (StatSoft, США). Пред-
варительно оценивали соответствие исследуемых 
выборок закону нормального распределения. 
Определяли среднее арифметическое и его стан-
дартное отклонение (M±SD), 95%-доверитель-
ный интервал для среднего (M±m). Кроме того, 
провели оценку качественных и количественных 
парных корреляционных связей между показа-
телями продукции β-эндорфина, провоспали-
тельных (TNFα, IL-1β, IL-6) и противовоспали-
тельных (IL-4, IL-10) цитокинов. Оценивались 
взаимосвязи при коэффициенте корреляции 
r < 0,3 как слабые, 0,3 < r < 0,4 как средние, 
0,4 < r < 0,7 как умеренные и r > 0,7 как сильные. 

Результаты
Состояние иммунной системы
После проведения клинико-лабораторных 

исследований выявлено изменение уровня со-
держания провоспалительных и противовос-
палительных цитокинов у пациентов молодого 
возраста с АГ, протекающей с астено-невротиче-
скими нарушениями (табл. 1).

Установлено, что уровень продукции TNFα, 
IL-1β, IL-6 у пациентов 1-й группы значимо пре-
вышали аналогичные показатели группы 2 (кон-
троль) (p < 0,05). Показатели продукции IL-4 
и IL-10 (p < 0,05) в 1-й группе обследуемых были 
значимо ниже по отношению к контрольной 
группе, что свидетельствует о низкой противовос-
палительной активности в этой группе больных.

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствуют о значимых изменениях в цитоки-
новом пуле иммунной системы у пациентов мо-
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ТАБЛИЦА 1. ВЕЛИЧИНА ПРОДУКЦИИ ЦИТОКИНОВ,  
M±SD (пг/мл)
TABLE 1. THE PRODUCTION OF CYTOKINES, M±SD (pg/ml)

Показатель
Index

Группы обследуемых
Groups of subjects P values1-я 
1st

2-я 
2nd

TNFα 18,7±6,1 10,4±1,8 < 0,05
IL-1β 2,8±1,3 2,2±1,1 < 0,05
IL- 6 9,3±1,7 4,3±1,2 < 0,05
IL- 4 4,3±1,6 6,3±1,2 < 0,05
IL-10 18,2±7,1 27,2±5,3 < 0,05

ТАБЛИЦА 2. ВЕЛИЧИНА ПРОДУКЦИИ β-ЭНДОРФИНА, 
M±SD (пг/мл)
TABLE 2. SERUM β-ENDORPHIN CONCENTRATIONS, M±SD 
(pg/ml)

Показатель
Index

Группы обследуемых
Groups of subjects P values
1-я 
1st

2-я 
2nd

β-эндорфин
β-endorphin

1927,12± 
624,84

4548,61± 
1081,52 < 0,05

ТАБЛИЦА 3. ХАРАКТЕРИСТИКА ПАРНЫХ 
КОРРЕЛЯЦИОННЫХ СВЯЗЕЙ МЕЖДУ ПОКАЗАТЕЛЯМИ 
ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ НАДСЕГМЕНТАРНОГО 
АППАРАТА ВНС И ИММУННОЙ СИСТЕМЫ В ГРУППАХ 
ОБСЛЕДУЕМЫХ
TABLE 3. CHARACTERISTIC OF PAIRED CORRELATIONS 
BETWEEN THE INDICES OF AUTONOMIC NERVOUS 
SYSTEM AND IMMUNE SYSTEM FUNCTIONING IN THE 
GROUPS OF SUBJECTS

Цитокины
Cytokines

Уровень продукции β-эндорфина
Levels of β-endorphin production

Группы обследуемых
Groups of subjects P values1-я
1st

2-я
2nd

TNFα 0,67 0,76 < 0,01
IL-1β 0,58 0,74 < 0,01
IL- 6 0,66 0,68 < 0,01
IL- 4 0,28 0,66 < 0,01
IL-10 0,22 0,73 < 0,01

Примечание. В таблице представлены силы 
корреляционных связей в виде числовых величин 
между показателями продукции β-эндорфина, 
провоспалительных (TNFα, IL-1β, IL-6) 
и противовоспалительных (IL-4, IL-10) цитокинов 
у пациентов 1-й и 2-й групп, а также достоверность 
различий между этими связями (p < 0,01) в группах 
обследуемых.

Note. The table presents correlation forces as numerical 
values between the indices of β-endorphin production, pro-
inflammatory (TNFα, IL-1β, IL-6) and anti-inflammatory (IL-4, 
IL-10) cytokines in the patients from groups 1 and 2, as well as 
significance of the differences between these links (p < 0.01) in 
the groups under study.

лодого возраста с АГ и астено-невротическими 
нарушениями, в виде увеличения уровня про-
дукции провоспалительных (TNFα, IL-1β, IL-6) 
и уменьшения противовоспалительных (IL-4, 
IL- 10) цитокинов, по сравнению с группой кон-
троля.

Состояние вегетативной регуляции
У пациентов с АГ и астено-невротическими 

нарушениями установили изменение активно-
сти надсегментарной области ВНС, что отража-
ется низким уровнем содержания β-эндорфина 
(табл. 2).

Уровень β-эндорфина у больных с АГ и асте-
но-невротическими нарушениями значимо от-
личался от таковых показателей группы контроля 
(p < 0,001) и по своим значениям был ниже в 2,5 
раза в сравнении с контролем. 

Взаимосвязи показателей функционирования 
надсегментарного аппарата ВНС и цитокинового 
пула иммунной системы

Выявлено следующее (табл. 3): 
– в 1-й группе установлены прямые кор-

реляционные связи умеренной силы между 
уровнем β-эндорфина и TNFα (p < 0,01), IL-1β 
(p < 0,01), IL-6 (p < 0,01). Прямые корреляцион-
ные связи слабой силы между значениями уров-
ня β-эндорфина и IL-4 (p < 0,01), а также IL-10 
(p < 0,01);

– в группе контроля были определены прямые 
сильные корреляционные связи между уровнем 
β-эндорфина и TNFα (p < 0,01), IL-1β (p < 0,01), 
IL-10 (p < 0,01). Прямые корреляционные свя-
зи умеренной силы между значениями уров-
ня β-эндорфина и IL -6 (p < 0,01), а также IL-4 
(p < 0,01).

Обсуждение
Анализ показателей, характеризующих состо-

яние иммунной системы у больных с АГ и асте-
но-невротическими нарушениями, позволил 
определить повышение показателей, отражаю-
щих активность воспаления – провоспалитель-
ных цитокинов (TNFα, IL-1β, IL-6) и угнетение 

продукции противовоспалительных цитокинов 
(IL-4, IL-10). 

Полученные нами данные в ходе проведен-
ного исследования свидетельствуют о высокой 
иммуновоспалительной активности при АГ, про-
текающей на фоне астено-невротических нару-
шений, у мужчин молодого возраста из группы 
напряженных профессий 

При исследовании функций надсегментарной 
области ВНС у больных с АГ и астено-невротиче-
скими нарушениями выявлено снижение уровня 
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продукции β-эндорфина. Эти результаты свиде-
тельствуют о нарушении механизмов вегетатив-
ной регуляции у пациентов молодого возраста 
с АГ и астено-невротическими нарушениями.

Снижение продукции β-эндорфина приво-
дит к формированию астенического синдрома, 
расстройствам вегетативной регуляции функций 
иммунной системы и снижению компенсатор-
но-приспособительных возможностей миокарда 
при острых повреждениях [9]. Уровень провоспа-
лительных и противовоспалительных цитокинов 
находится под тесным контролем ВНС. Основ-
ными белками ВНС, регулирующими функции 
иммунной системы в норме, при соматической 
патологии и психических нарушениях, явля-
ются эндогенные нейропептиды опиоидного 
происхождения (эндорфины, энкефалины) [6]. 
Отмечена сильная способность β-эндорфина 
регулировать продукцию цитокинов при раз-
витии воспалительных процессов на системном 
уровне при стрессе и депрессивных нарушени-
ях [5, 8]. β-эндорфин участвует в формировании 
устойчивой противовоспалительной активности 
при прогрессировании иммунного воспаления 
и тем самым поддерживает компенсаторно-при-
способительный характер иммунной системы 
при неблагоприятных внешних и внутренних 
условиях [7, 10]. Следовательно, снижение уров-
ня продукции β-эндорфина в периферической 
крови приведет к повышению активности про-
воспалительных и подавлению противовоспа-
лительных цитокинов, что будет способствовать 
неблагоприятному течению и прогрессированию 
основного патологического процесса при сома-
тической патологии.

При сравнении парных корреляционных 
связей между показателями, характеризующи-
ми функционирование вегетативной нервной 
и иммунной систем, у больных с АГ и астено-
невротическими нарушениями были установле-
ны корреляционные связи умеренной и слабой 
силы между уровнем продукции β-эндорфина, 
провоспалительных и противовоспалительных 
цитокинов, что позволяет объективизировать де-
синхронизацию в функционировании вегетатив-
ной нервной и иммунной систем в этой группе 
обследуемых. В группе контроля между показа-
телями, характеризующими функционирование 
вегетативной нервной и иммунной систем, были 
выявлены только сильные и умеренные корре-
ляционные связи, что свидетельствует о стойком 
взаимовлиянии и взаимодействии между этими 
регуляторными системами. 

Таким образом, выявлены различия в регу-
ляторном портрете, маркируемом корреляцион-
ными связями показателей, характеризующих 
состояние надсегментарной области вегетатив-
ной нервной и иммунной систем у больных с АГ 
и астено-невротическими нарушениями. Разли-
чия в регуляторном портрете обусловлены десин-
хронизацией в функционировании вегетативной 
нервной и иммунной систем, сопровождающей-
ся перестройкой регуляторных взаимодействий 
на уровне нейропептидно-цитокинового звена 
иммунитета, что способствует прогрессированию 
основного патологического процесса и неблаго-
приятному течению ГБ у специалистов молодого 
возраста с АГ и астено-невротическими наруше-
ниями, длительно подвергающихся воздействию 
стресса в период профессиональной деятельности.
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Резюме. До настоящего времени нет четкого понимания причин возникновения генерализации 
инфекции у детей. Генерализация инфекции также может быть обусловлена особенностями иммун-
ного ответа, который определяется и генетическими маркерами. 

Цель исследования – изучить особенности распределения аллелей HLA-DRB1 и HLA-DQB1 у де-
тей с генерализованным туберкулезом. 

Обследовано 40 детей в возрасте от 1 до 15 лет с генерализованным туберкулезом. После проведе-
ния стандартного фтизиатрического комплекса обследования с включением молекулярно-генетиче-
ских методов диагностики операционного материала, МСКТ, иммунологических методов выполнено 
HLA-DRB1 и DQB1 типирование. Проведено сравнение распределения аллелей HLA- DRB1 и DQB1 
с группой здоровых доноров (n = 100).

У пациентов основной группы и группы сравнения не найдено достоверных различий в распреде-
лении аллелей HLA-DQB1, тогда как при сравнении результатов типирования по локусу HLA-DRB1 
отмечается достоверно низкая встречаемость  HLA-DRB1*01 (12,5% против 31,0%, χ2 = 4,08; р <0,05), 
который может считаться протективным, а также повышенная частота  HLA-DRB1*14 (7,5% против 
1,0%, χ2 = 3,67, р <0,05), что свидетельствует о его предрасполагающей роли. Кроме того, в фенотипе 
пациентов по сравнению с контролем выявлены достоверные различия в частоте встречаемости от-
дельных аллельных сочетаний, что также подтверждает ключевую роль иммуногенетических факто-
ров в развитии и характере течения туберкулеза.

Выводы: полученные данные свидетельствуют о важной роли иммуногенетических факторов, 
в частности HLA-DRB1, DQB1 фенотипа, в предрасположенности к развитию генерализованной фор-
мы туберкулеза у детей, а также о целесообразности дальнейших исследований в этом направлении. 

Ключевые слова: дети, аллели, туберкулезная инфекция, генерализованный туберкулез, иммуногенетика
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Abstract. So far, there is no clear understanding for the reasons causing tuberculosis generalization in 
children. Development of generalized infection could be also determined by some features of immune response 
which may depend on genetic markers. The aim of our work was to study the features of HLA-DRB1 and HLA-
DQB1 allele distribution in children with generalized tuberculosis (gTBC). Materials and methods: we have 
observed 40 children at the age of 1 to 15 years suffering from gTBC. After performing a standard phthysiatric 
examination, including molecular-genetic diagnostics of surgical material, multispiral CT, immunological 
testing, as well as HLA-DRB1 and DQB1 alleles. We have studied distribution of the HLA-DRB1 and DQB1 
alleles comparing it with a group of healthy donors (n = 100).

The results did not show significant differences in HLA-DQB1 allele distribution between the gTBC 
patients and comparison group. Meanwhile, when comparing genotypes for HLA-DRB1 loci, we have revealed 
a significantly lower prevalence of the *01 allele of HLA-DRB1 (12.5% versus 31.0%; χ2 = 4.08; р < 0.05), 
which could be considered a predisposing factor, as well as a higher incidence of *14 allele (7.5% against 1.0%; 
χ2 = 3.67, р < 0.05) of HLA-DRB1 gene, thus suggesting its protective role. 

Conclusions: we did not find any significant differences for HLA-DQB1 distribution between pediatric 
patients with generalized tuberculosis and healthy donors, whereas * 01 allele of HLA-DRB1 may predispose 
for gTBC, and the *14 allele could be protective in evolving generalized tuberculosis in children.

Keywords: сhildren, alleles, tuberculosis infection, generalized tuberculosis, immunogenetics

Введение
По данным ВОЗ, туберкулезом заболевает 

более миллиона человек в год. Так, в 2014 году 
впервые заболевание было диагностировано у 9,6 
миллионов человек, а 1,5 миллиона умерло от ту-
беркулезной инфекции, в том числе 140 000 де-
тей [11].

Заболеваемость туберкулезом детей имеет 
особенное значение, так как она отражает эпиде-
мическую ситуацию в регионе в целом [2]. В по-
следние годы отмечается некоторая стабилизация 
и снижение показателей заболеваемости и смерт-
ности от туберкулеза, что приводит к снижению 
числа впервые выявленных детей с туберкулезной 
инфекцией. Показатель заболеваемости туберку-
лезом детей в возрасте от 0 до 14 лет уменьшился 
за последние годы на 7,7% (2013 – 14,3; 2014 – 
13,2; 2015 – 12,4, 2016 – 11,5 на 100 000 детей) [3, 
7]. Ведущей формой туберкулеза по-прежнему 
остается туберкулез внутригрудных лимфатиче-
ских узлов, который диагностируется в 75-76% 
случаев. Генерализованные формы заболевания 
встречаются значительно реже, что обусловлено 
общим снижением заболеваемости. Внелегоч-
ные локализации регистрируются в 4,6% случаев 

в зависимости от возрастной группы (от 3,7% – 
в возрасте от 7 до 14 лет и до 5,9% – от 0 до 4 лет), 
при этом его доля за последние 15-16 лет имеет 
тенденцию к уменьшению [4, 5, 7]. До настояще-
го времени нет четкого понимания причин воз-
никновения генерализации инфекции у детей.

Развитие инфекционного процесса определяет-
ся не только свойствами возбудителя, но и способ-
ностью макроорганизма формировать адекватный 
иммунный ответ, что в свою очередь обусловлено 
иммуногенетическими особенностями организма 
[10]. В настоящее время установлена важная роль 
генетической предрасположенности организма 
к развитию различных заболеваний, в том числе 
и инфекционных [8]. В частности, имеются до-
казательства взаимосвязи  HLA-DRB1 фенотипа 
с характером иммунного ответа у больных с дис-
семинированным туберкулезом легких [1]. Пред-
полагается, что отдельные HLA-специфичности 
могут определять характер течения туберкулез-
ной инфекции у детей и подростков, выявлены 
предрасполагающие и резистентные аллели гена 
HLA-DRB1 [6, 9]. Генерализация инфекции также 
обусловлена особенностями иммунного ответа. 
Вместе с тем механизмы, обеспечивающие реали-
зацию  иммуногенетической предрасположенно-
сти к развитию генерализованных форм туберку-
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леза при внедрении M. bovis BCG и M. Tuberculosis, 
в настоящее время остаются неясными. Иссле-
дование  HLA-DRB1 и DQB1 фенотипа может 
выявить аллели, ассоциированные с развитием 
генерализованных форм туберкулеза у детей, что 
послужило основанием для настоящего исследо-
вания. Цель исследования - изучить особенности 
распределения аллелей HLA- DRB1 и DQB1 у де-
тей с генерализованным туберкулезом. 

Авторы выражают благодарность Северо-За-
падному банку ПАО Сбербанк за средства, выде-
ленные на приобретение части реактивов по ис-
следованию.

Материалы и методы
В клинике ФГБУ «СПб НИИФ» Минздрава 

РФ (отделение детской хирургии костно-сустав-
ного туберкулеза у детей и подростков) и в ФГБУ 
РосНИИГТ ФМБА России с 2008 по 2015 г. об-
следовано 40 детей в возрасте от 1 года до 15 лет 
с генерализованным туберкулезом. 

В подавляющем большинстве случаев дети 
были вакцинированы БЦЖ при рождении. 
Каждый третий ребенок имел контакт с боль-
ным туберкулезом, при этом в половине случаев 
с множественной лекарственной устойчивостью 
возбудителя. В 27,5% случаев дети предъявля-
ли жалобы на боли в месте воспаления, которые 
только в 10% случаев сопровождались симптома-
ми интоксикации и гипертермией.

В 90% случаев костно-суставной туберку-
лез сопровождался поражением внутригрудных 
лимфатических узлов средостения, только у од-
ного ребенка имел место первичный туберкулез-
ный комплекс и милиарный туберкулез легких. 
Чаще всего выявлялся туберкулезный спондилит 
(50,0%) и туберкулезный остит (32,5%). 

По данным туберкулинодиагностики, отри-
цательные результаты по пробе Манту с 2 ТЕ за-
фиксированы в 20,0% случаев, так же как в 36,7% 
случаев – отрицательные пробы с аллергеном ту-
беркулезным рекомбинантным.

При этом в диагностическом материале поло-
жительные результаты, по данным ПЦР диагно-
стики ДНК mycobacterium tuberculosis complex, 
определялись в 92,5% случаев, что совпадало 
с данными гистологического обследования. 

Группа популяционного контроля для сравне-
ния результатов HLA-типирования представлена 
100 здоровыми взрослыми жителями Северо-За-
падного региона России (доноры крови). 

Всем детям проведен стандартный комплекс 
фтизиатрического обследования с включением 
иммунологических (проба Манту с 2 ТЕ и про-
ба с аллергеном туберкулезным рекомбинант-
ным), иммуногенетических, лучевых (выполня-
ли компьютерную томографию органов грудной 

клетки и костно-суставного аппарата на много-
срезовом спиральном компьютерном томографе 
“Aquilion-32” (фирма Toshiba) по стандартной 
методике) и лабораторных методов (исследова-
ние респираторного материала (промывные воды 
бронхов, мокрота, смывы из бронхов) и операци-
онного материала с использованием бактерио-
скопии, посева на плотные питательные сре-
ды (Левенштейна–Йенсена, Финна 2), посева 
на жидкую питательную среду BACTEC MGIT 
960 и метода ПЦР реального времени с использо-
ванием системы амплитуд – RW – производитель 
«Синтол», Россия) для выявления микобактерий 
туберкулеза. 

Определение аллелей HLA-DRB1 и DQB1 
на уровне базового разрешения проводилось в 
Республиканском центре иммунологического 
типирования тканей (EFI аккредитованная ла-
боратория) методом PCR SSP с использованием 
коммерческих наборов сиквенс-специфических 
праймеров. Визуализация продуктов, получен-
ных в результате полимеразной цепной реакции, 
проводилась посредством электрофореза в гори-
зонтальном агарозном геле. 

Проведен анализ материала с применением 
методов параметрической и непараметрической 
статистики, а также расчет показателей: величи-
ны относительного риска (RR), превентивной 
фракции (PF), достоверность различий между 
группами оценивалась с помощью критерия γ2 
(Хи-квадрат) (Svejgaard A., 1994).  

Результаты и обсуждение
Проведенный анализ особенностей распре-

деления аллелей гена HLA-DQB1 представлен  
в таблице 2. 

Согласно представленным данным, значимых 
различий в группах не обнаружено. Вместе с тем 
при сопоставлении частоты встречаемости алле-
лей HLA-DRB1 в исследуемых группах (табл. 3) 
было установлено достоверное снижение частоты  
DRB1*01 у детей с генерализованным туберкуле-
зом по сравнению с группой здоровых лиц, что 
может быть связано в данном случае с его про-
тективными свойствами. В то же время достовер-
но повышенная частота встречаемости DRB1*14 
может свидетельствовать о предрасполагающей 
роли данного антигена.

Анализ внутрилокусных и межлокусных соче-
таний аллелей  HLA DRB1 и DQB1 представлен  
в таблице 4.

В фенотипе пациентов по сравнению с кон-
тролем выявлены достоверные различия в ча-
стоте встречаемости отдельных аллельных со-
четаний. Увеличение частоты внутрилокусного 
сочетания DRB1*03,*04 и межлокусного сочета-



758

Starshinova A.A. et al.
Старшинова А.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ С ГЕНЕРАЛИЗОВАННЫМ ТУБЕРКУЛЕЗОМ
TABLE 1. FEATURES OF PATIENTS WITH GENERALIZED TUBERCULOSIS

Характеристика (n = 40)
Characteristics

Число пациентов (n/%)
Number of patients

Мальчики
Boys 24 (60,0)

Девочки
Girls 16 (40,0)

Вакцинация БЦЖ
Vaccination with BCG 39 (97,5)

Контакт с больным туберкулезом
Contact with tuberculosis patients 12 (30,0)

Жалобы 
Complaints 11 (27,5)

Боль в месте воспаления 
Pain at the site of inflammation 12 (30,0)

Симптомы интоксикации
Intoxication symptoms 4 (10,0)

Субфебрильная температура
Low-grade fever 2 (5,0)

Туберкулез внутригрудных лимфатических узлов
Tuberculosis of intrathoracic lymph nodes 36 (90,0)

Первичный туберкулезный комплекс
Primary tuberculosis complex 1 (2,5)

Милиарный туберкулез легких
Miliary lung tuberculosis 1 (2,5)

Туберкулезный остит
Osteitis tuberculosis 13 (32,5)

Туберкулезный коксит
Coxitis tuberculosis 3 (7,5)

Туберкулезный гонит
Tuberculous gonarthritis 2 (5,0)

Туберкулезный спондилит
Spondylitis tuberculosis 20 (50,0)

Туберкулез грудины
Sternal tuberculosis 2 (5,0)

Результаты пробы Манту с 2 ТЕ
Results of Mantu test

Отрицательная
Negative 8 (20,0)

Сомнительная
Ambiguous –

Положительная от 5 до 10 мм
Positive (5 to 10 mm) 10 (25,0)

Положительная от 11 и выше
Positive, > 11 mm in di-ameter 22 (55,0)

Проба с Диаскинтестом
Diaskintest
(n = 30)

Отрицательная / Negative 11 (36,7)
Сомнительная / Ambiguous –
Положительная / Positive 19 (63,3)

Посев мокроты на МБТ
Sputum MBT culture 

Положительный / Positive 2 (5,0)
Отрицательный / Negative 38 (95,0)

Микроскопия
Microscopy

Положительная / Positive 6 (16,2)
Отрицательный / Negative

Молекулярно-генетический метод
Molecular genetic testing

Положительный / Positive 37 (92,5)
Отрицательный / Negative 3 (7,5)

Гистологическое исследование
Histological examination

Продуктивно-некротический тип 
воспаления

Productive/necrotic type of 
inflammation

38 (95,0)
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ТАБЛИЦА 2. ОСОБЕННОСТИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ АЛЛЕЛЕЙ HLA-DQB1 У ДЕТЕЙ С ГЕНЕРАЛИЗОВАННЫМ 
ТУБЕРКУЛЕЗОМ
TABLE 2. FEATURES OF DISTRIBUTION OF HLA-DQB1 ALLELES AMONG CHILDREN WITH GENERALIZED TUBERCULOSIS

HLA-DQB1*

Дети с генерализованным 
туберкулезом

Children with generalized 
tuberculosis
n = 40 (n/%)

Группа контроля
Control group
n = 100 (n/%)

р < 0,05 RR

02 13 (32,5) 31 (31,0) – 0,77

03 26 (65,0) 52 (52,0) – 1,25

04 4 (10,0) 9 (9,0) – 0,1

05 11 (27,5) 40 (40,0) – 0,57

06 15 (37,5) 47 (47,0) – 0,79

Blank 11 (27,5) 21 (21,0) –

ТАБЛИЦА 3. ОСОБЕННОСТИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ АЛЛЕЛЕЙ HLA-DRB1 У ДЕТЕЙ С ГЕНЕРАЛИЗОВАННЫМ 
ТУБЕРКУЛЕЗОМ
TABLE 3. FEATURES OF DISTRIBUTION OF HLA-DRB1 ALLELES AMONG CHILDREN WITH GENERALIZED TUBERCULOSIS

HLA-DRB1*

Дети с генерализованным 
туберкулезом

Children with generalized 
tuberculosis
n = 40 (n/%)

Группа контроля 
Control group
n = 100 (n/%)

p < 0,05 RR

01 5 (12,5) 31 (31,0) p < 0,05 0,34

03 6 (15,0) 11 (11,0) – 0,13

04 9 (22,5) 15 (15,0) – 0,21

07 10 (25,0) 31 (31,0) – 0,41

08 4 (10,0) 8 (8,0) – 0,09

09 3 (7,5) 4 (4,0) – 0,05

10 2 (5,0) 2 (2,0) – 0,02

11 12 (30,0) 18 (18,0) – 0,27

12 2 (5,0) 8 (8,0) – 0,07

13 8 (20,0) 32 (32,0) – 0,4

14 3 (7,5) 1 (1,0) p < 0,05 0,03

15 9 (22,5) 21 (21,0) – 0,27

16 1 (2,5) 6 (6,0) – 0,05

Blank 6 (15,0) 12 (12,0)
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ния DRB1*03,DQB1*06 среди детей с генерали-
зованной формой туберкулеза свидетельствует 
о возможной связи данных фенотипов с пред-
расположенностью к развитию такого течения 
инфекционного процесса. Следует отметить, 
что DRB1*03,*04 аллели прочно ассоциируются 
с предрасположенностью к аутоиммунным за-
болеваниям, в частности к аутоиммунным эн-
докринопатиям. Это лишний раз подтверждает 
ключевую роль иммуногенетических факторов в 
развитии и характере течения туберкулеза.

Установленное достоверное уменьшение часто-
ты сочетаний DRB1*01,*13; DRB1*01, DQB1*05  

и DRB1*01, DQB1*06 свидетельствует о возмож-
ном протективном свойстве данных фенотипов в 
отношении развития генерализованной формы 
туберкулеза у детей.  

Заключение
Полученные данные свидетельствуют о важ-

ной роли иммуногенетических факторов, в част-
ности HLA-DRB1, DQB1 фенотипа, в предрас-
положенности к развитию генерализованной 
формы туберкулеза у детей, а также о целесо-
образности дальнейших исследований в этом на-
правлении. 

ТАБЛИЦА 4. ВНУТРИЛОКУСНЫЕ И МЕЖЛОКУСНЫЕ СОЧЕТАНИЯ АЛЛЕЛЕЙ HLA-DRB1 И DQB1, ВСТРЕЧАЮЩИЕСЯ У 
ДЕТЕЙ С ГЕНЕРАЛИЗОВАННЫМ ТУБЕРКУЛЕЗОМ С ЧАСТОТОЙ, ОТЛИЧАЮЩЕЙСЯ ОТ  КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППЫ
TABLE 4. INTRALOCUS AND INTERLOCUS COMBINATIONS OF  HLA-DRB1 AND DQB1 ALLELES IN CHILDREN WITH 
GENERALIZED TUBERCULOSIS AND IN CONTROL GROUP

Сочетания антигенов
Combinations of antigens

Дети с генерализованным 
туберкулезом

Children with generalized 
tuberculosis

n = 40

Группа контроля 
Control group

n = 100
р

DRB1*01,*13 0% 10% р < 0,05 

DRB1*03,*04 7,5% 1,0% р < 0,05

DRB1*01, DQB1*05 12,5% 30,0% р < 0,05

DRB1*01, DQB1*06 0% 13,0% р < 0,05

DRB1*11, DQB1*06 15,0% 5,0% р < 0,05
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ОСОБЕННОСТИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ АЛЛЕЛЕЙ 
И ГЕНОТИПОВ HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del У ЖЕНЩИН, 
ИМЕЮЩИХ ДЕТЕЙ С ВРОЖДЕННЫМИ ПОРОКАМИ 
СЕРДЦА ИЛИ РЕПРОДУКТИВНЫЕ ПОТЕРИ В РАННИЕ 
СРОКИ ГЕСТАЦИИ
Шабалдин А.В.1, Цепокина А.В.1, Шмулевич С.А.2, Понасенко А.В.1, 
Крюков П.М.3, Шабалдина Е.В.4 
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 
г. Кемерово, Россия  
2 ГБУЗ КО «Кемеровский областной клинический кардиологический диспансер имени академика 
Л.С. Барбараша», г. Кемерово, Россия  
3 МАУЗ «Детская городская клиническая больница № 5», г. Кемерово, Россия  
4 ГБОУ ВПО «Кемеровский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Кемерово, Россия

Резюме. Врожденные пороки сердца являются доминирующей патологией среди всех врожденных 
пороков плода и новорожденного. Нарушения иммунных взаимодействий в системе «мать – эмбри-
он» могут быть следствием тератогенеза. HLA-G является основной молекулой, посредством которой 
формируется толерантность материнского иммунного микроокружения к полуаллогенному эмбрио-
ну. Полиморфный вариант гена HLA-G 3‘UTR 14-bp ins/del влияет на устойчивость и экспрессию ма-
тричной РНК и тем самым на эффективность блокирования иммунного отторжения полуаллогенно-
го эмбриона. Цель исследования была связана с поиском ассоциативных связей между носительством 
женщинами одного из полиморфных вариантов гена HLA-G 3‘UTR 14-bp ins/del с репродуктивными 
потерями и рождением детей с врожденными пороками сердца. 

Обследовано 103 женщины, имеющие детей с врожденными пороками сердца, 21 женщина с ре-
продуктивными потерями до 9 недель беременности и 101 женщина, имеющая двух и более здоровых 
детей. 

Выявлено, что маркером ранних репродуктивных потерь у женщин являлся минорный гомозигот-
ный генотип HLA-G 3’UTR 14-bp ins/14-bp ins (OR = 5,25; 95%CI = 1,31-21,11) и аллель HLA-G 3’UTR 
14-bp ins (OR = 2,34; 95%CI = 1,13-4,84). При носительстве женщиной гетерозиготного вариантного 
генотипа 14-bp ins/14-bp del HLA-G 3’UTR значимых ассоциаций с рождением детей с ВПС не опре-
делено.

Ключевые слова: HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del, репродуктивные потери, врожденные пороки сердца
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DISTRIBUTION PATTERNS OF ALLELES AND GENOTYPES FOR 
HLA-G 3'UTR 14-bp ins/del IN MOTHERS OF CHILDREN WITH 
CONGENITAL HEART DEFECTS OR REPRODUCTIVE LOSSES 
AT EARLY GESTATION TERMS 
Shabaldin A.V.a, Tsepokina A.V.a, Shmulevich S.A.b, Ponasenko A.V.a, 
Kryukov P.M.c, Shabaldina E.V.d
a Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian Federation  
b Kemerovo L.S. Barbarash Cardiological Dispensarys, Kemerovo, Russian Federation  
c Children City Clinical Hospital No. 5, Kemerovo, Russian Federation  
d Kemerovo State Medical University, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. HLA-G is the main molecule through which provides tolerance of maternal immune 
microenvironment to the semi-allogeneic embryo. Polymorphic variant of 14-bp ins/del in the HLA-G 3’UTR 
gene affects stability and expression of specific mRNA and, thereby, efficiency of immune rejection blockade 
of the semi-allogeneic embryo. Immune interactions in the “mother – fetus”system can cause teratogenic 
effects. Congenital heart defects are the dominant pathology among congenital malformations of the fetus and 
newborns. The aim of the study was to search possible associations between polymorphic 14-bp ins/del variants 
of maternal HLA-G 3’UTR gene, and reproductive losses or congenital heart defects in their children. Subjects 
and Methods. We have examined 103 women who had children with congenital heart defects, 21 women with 
reproductive losses at up to 9 weeks of pregnancy, 101 women with two or more healthy children. Results. 
It was revealed that the minor homozygous genotype HLA-G 3’UTR 14-bp ins/14-bp ins (OR = 5.25; 95% 
CI = 1.31-21.11), and allele HLA-G 3’UTR 14-bp ins (OR = 2.34; 95% CI = 1.13-4.84) were markers of early 
reproductive loss in women. Polymorphic variant of the 14-bp ins/14-bp del gene variant of HLA-G 3’UTR in 
the mothers was not significantly associated with birth of infants with congenital heart defects.

Keywords: HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del, gestation, reproductive loss, congenital heart diseases

Введение
Вынашивание беременности является иммун-

ным феноменом, связанным с распознаванием 
иммунокомпетентными клетками материнского 
микроокружения аллогенных антигенов главного 
комплекса тканевой совместимости (у человека 
HLA) зародыша [1]. Молекулы HLA, экспресси-
рующиеся на клетках эмбриона, также участвуют 
в формировании межклеточных контактов, обе-
спечивающих его имплантацию [3]. 

Человеческий лейкоцитарный антиген G 
(HLA-G) является представителем молекул 
главного комплекса тканевой совместимости, 
экспрессирующихся на мембране клеток заро-
дыша и цитотрофобласта [4]. Основной функ-
цией данной молекулы является ингибиция 
NK-лимфоцитов матки через блокирование кил-
лерных рецепторов (KIR2DL4 и ILT-2) по отно-
шению к полуаллогенному зародышу [5]. Данную 
функцию выполняют не только HLA-G, экспрес-
сирующиеся на мембране цитотрофобласта, но 
и растворимые формы HLA-G (sHLA-G). Бло-
кирующий эффект растворимых форм HLA-G 
по отношению к антигенам зародыша связан и со 

взаимодействием их с дендритными клетками 
маточного микроокружения [6].

Для HLA-G выявлен полиморфизм как в 
транслируемой (со второго по восьмой экзоны), 
так и не в транслируемой (3’UTR) частях гена. 
Доказано неравновесное сцепление по отдель-
ным гаплотипам как внутри гена HLA-G, так и 
по локусу HLA [7]. 

Полиморфизм HLA-G в позиции rs1704 (HLA-G 
3’UTR 14-bp ins/del) определяет уровень транс-
ляции гена и устойчивость матричной РНК [8]. 
Исследования показали, что при укорочении 
на 14 bp длины 3’ UTR области скорость трансля-
ции ДНК в матричную РНК увеличивается, в то 
же время сама матричная РНК с короткой 3’ UTR 
областью становится менее устойчива к дей-
ствию ферментов РНКаз. Возможно, что эти два 
противоположно направленных феномена, свя-
занных с делецией HLA-G в 3’ UTR, определя-
ют разноречивость литературных данных о связи 
полиморфизма HLA-G в 3’ UTR с уровнем экс-
прессии молекулы HLA-G на цитотрофобласте 
и концентрации ее растворимой формы в сыво-
ротке крови. 
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Принимая во внимание функцию HLA-G 
как основной молекулы, предотвращающей им-
мунное отторжение эмбриона, а в дальнейшем 
плода, можно предполагать, что снижение экс-
прессии данной молекулы как в мембранной, 
так и в растворимой формах будет способство-
вать реализации декомпенсации иммунного 
конфликта между матерью и полуаллогенным 
плодом. В большинстве исследований, посвя-
щенных этой проблеме, указывается на ассоциа-
тивную связь между аллелем с добавлением 14 bp 
в 3’ UTR и ранними репродуктивными потеря-
ми [9, 10, 11, 12]. В то же время в данных работах 
показана ассоциация материнского, но не пло-
да, полиморфного варианта HLA-G 3’UTR 14-bp  
ins/del. Соответственно, особенности наследова-
ния от матери к плоду того или иного полиморф-
ного варианта гена будут реально определять экс-
прессию HLA-G на эмбрионе, цитотрофобласте 
и в растворимом виде. 

Неоднократно показано, что реализация те-
ратогенеза связана с иммунными нарушениями 
в системе «мать – эмбрион/плод» [13]. Исходя 
из этого, HLA-G является ключевой молекулой, 
обеспечивающей иммунные взаимодействия ма-
точного микроокружения с аллогенными HLA 
эмбриона, а нарушения ее экспрессии будут 
приводить к индукции тератогенеза, связанно-
го с фоновыми ксенобиотическими нагрузками. 
Исследователями показана связь материнского 
полиморфизма HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del с вер-
тикальной передачей от матери к эмбриону/плоду 
резидентных вирусов [14]. Ранняя активация у ма-
тери и эмбриона геномов вирусов может способ-
ствовать манифестации тератогенеза [15, 16, 17].

Эмбриогенез сердца приходится на 3-5 неделю 
гестации. За этот короткий промежуток времени 
сердце из утолщенного сосуда с сократительной 
функцией превращается в четырехкамерный 
сложноорганизованный орган с автономной со-
кратительной системой. Влияние различных 
тератогенов, мутагенов в этот временной про-
межуток приводит к формированию большого 
количества (более 140 нозологических форм) 
комбинированных и изолированных врожден-
ных пороков сердца (ВПС). Генетические ис-
следования при ВПС являются приоритетными 
в мировой кардиологии [18]. С позиции иммун-
ной защиты эмбриона от ксенобиотиков с тера-
тогенным эффектом обоснованным является по-
иск предикторов в локусе HLA. Исходя из того 
факта, что уровень кроссинговера внутри локуса 
HLA невысок, полиморфизм HLA-G 3’UTR 14-bp 
ins/del может быть ассоциирован с аллелями Ir 
генов, определяющих пролонгированное воспа-
ление.

Учитывая выполненные исследования, посвя-
щенные HLA-G, сформулирована цель данной 
работы – изучить особенности распределения 
аллелей и генотипов HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del 
у женщин, имеющих детей с врожденными поро-
ками сердца или репродуктивные потери в ран-
ние сроки гестации.

Материалы и методы
Исследование проводили с участием трех 

групп женщин. Первая основная группа была 
представлена матерями, имеющими детей 
с врожденными пороками сердца (ВПС). Вто-
рая основная группа – женщинами, имеющими 
в анамнезе более двух спонтанных абортов в сро-
ке до 9 недель беременности. Третья группа была 
контрольной и в ней были женщины, имеющие 
двух и более здоровых детей. После разьяснения 
условий участия в исследовании все женщины 
давали письменное информированное согла-
сие, одобренное комитетом по биоэтике ГБОУ 
ВО «Кемеровский государственный медицин-
ский университет» Минздрава РФ (выписка 
из протокола № 57/К от 09.12.2012) и локальным 
этическим комитетом НИИ КПССЗ (выписка 
из протокола № 20 от 24.11.2011).

Первую основную группу составили 103 жен-
щины. Средний возраст матерей был 26 лет (от 18 
до 48). Данная группа была сформирована на базе 
отделения детской кардиологии Кемеровского 
кардиологического диспансера в период с 2013 
по 2015 год. 

Распределение ВПС по нарушениям гемоди-
намики у детей основной группы, согласно клас-
сификации Nomenclature of Diagnosis of Heart 
Diseases at NMMC, представлено в таблице 1. 

Вторая основная группа была представлена 21 
женщиной с отягощенным акушерским анамне-
зом, связанным со спонтанным самопроизволь-
ным прерыванием беременности на ранних сро-
ках гестации. Средний возраст матерей составил 
27 лет (от 18 до 47 лет) и был сопоставим с первой 
основной группой. 

Группа контроля состояла из 103 здоровых 
женщин, имеющих более двух здоровых детей. 
Средний возраст женщин этой группы составил 
24 года (от 17 до 39 лет) и был сопоставим с обе-
ими основными группами. 

Вторая основная группа и группа контроля 
формировалась в поликлиническом отделении 
ООО «Современные медицинские технологии», 
(главный врач д.м.н. Шабалдина Е.В.) и МБУЗ 
ДГКБ № 5 (директор д.м.н. Ликстанов М.И.).

Геномную ДНК выделяли из лимфоцитов пе-
риферической крови обследуемых женщин ме-
тодом фенол-хлороформной экстракции [14]. 
Амплификацию полиморфных участков генов 
проводили методом аллель-специфичной по-
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ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ВПС У ДЕТЕЙ ОСНОВНОЙ ГРУППЫ СОГЛАСНО КЛАССИФИКАЦИИ 
TABLE 1. INBORN HEART DEFECTS IN THE CHILDREN, ACCORDING TO NMMC CLASSIFICATION OF HEART DISEASES  
AT (NDHD)

ВПС по нарушениям гемодинамики согласно NDHD
Inborn heart defects

Абсолютное 
число, n

Absolute number, 
n

Удельный вес, %
Relative weight, %

Стенотические или обструктивные пороки левого сердца
Left heart stenotic or obstructive defects 8 7,92

Стенотические или обструктивные пороки правого сердца
Right heart stenotic or obstructive defects 14 13,86

Шунтовые пороки с перегрузкой правого желудочка 
Shunt defects with right ventricle overload 19 18,81

Шунтовые пороки с перегрузкой левого желудочка 
Shunt defects with left ventricle overload 42 41,58

Комбинированные ВПС
Combined inborn heart defects 18 17,82

ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА ГЕНОТИПОВ HLA-G 3’UTR В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ
TABLE 2. PREVALENCE OF HLA-G 3’UTR GENOTYPES IN THE STUDIED GROUPS

Группа
Group

Частота генотипа 
Genotype frequency

pХВ*
pHW*D/D I/D I/I

Абс.
Abs % Абс.

Abs. % Абс. 
Abs. %

Вся выборка 
Total sample
(n = 225)

84 37,3 114 50,7 27 12,0 0,41

Первая основная группа 
First main group 
(n = 103)

44 43 51 49 8 8 0,19

Вторая основная группа 
Second main group 
(n = 21)

4 19 10 48 7 33 0,8

Контроль 
Controls 
(n = 101)

36 35 53 53 12 12 0,25

Примечание. * – уравнение Харди-Вайнберга.

Note. *, Hardy–Weinberg equilibrium.

лимеразной цепной реакции, в соответствии 
с протоколом производителя (Applied Biosystems, 
USA), с дальнейшей электрофоретической детек-
цией в 3,0% агарозном геле (рис. 1). 

Статистическую обработку данных проводи-
ли с помощью программа Statistica 10.0. (StatSoft 
Inc., США). Анализ возрастных характеристик 
проводили с помощью методов описательной 
статистики (медиана, Q0,25-Q0,75). Равновесие 
Харди-Вайнберга определяли при помощи кри-
терия Хи-квадрат Пирсона. Статистический 
анализ результатов генотипирования осущест-
вляли посредством программы SNPStats [20]. 
Для оценки риска вычисляли отношение шан-
сов (OR) и 95% доверительный интервал (CI) 
для OR. Различия считали статистически значи-
мыми при p < 0,05. 

Рисунок 1. Детекция результатов на 3,0% агарозном геле
Figure1. Detection of results in the 3 per cent agarose gel
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ТАБЛИЦА 3. ЧАСТОТЫ ГЕНОТИПОВ HLA-G 3’UTR В ПЕРВОЙ ОСНОВНОЙ И КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППАХ
TABLE 3. FREQUENCIES OF HLA-G 3’UTR GENOTYPES IN FIRST MAIN GROUP AND CONTROLS

Модель наследования 
Genetic model

Генотип 
Genotype

Контрольная 
группа 

Control group

Первая основная 
группа 

First main group 

OR (95% CI) 
Odds ratio P

Кодоминантная
Codominant

D/D 36 (35,6%) 44 (42,7%) 1,00
0,44I/D 53 (52,5%) 51 (49,5%) 0,79 (0,44-1,41)

I/I 12 (11,9%) 8 (7,8%) 0,55 (0,20-1,48)

Доминантная
Dominant

D/D 36 (35,6%) 44 (42,7%) 1,00
0,3

I/D-I/I 65 (64,4%) 59 (57,3%) 0,74 (0,42-1,31)

Рецессивная
Recessive

D/D-I/D 89 (88,1%) 95 (92,2%) 1,00
0,32

I/I 12 (11,9%) 8 (7,8%) 0,62 (0,24-1,60)

Сверхдоминантная
Superdominant

D/D-I/I 48 (47,5%) 52 (50,5%) 1,00
0,67

I/D 53 (52,5%) 51 (49,5%) 0,89 (0,51-1,54)
Лог-аддитивная
Log-additive – – – 0,76 (0,49-1,17) 0,21

ТАБЛИЦА 4. ЧАСТОТЫ ГЕНОТИПОВ HLA-G 3’UTR ВО ВТОРОЙ ОСНОВНОЙ И КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППАХ
TABLE 4. FREQUENCIES OF HLA-G 3’UTR GENOTYPES IN SECOND MAIN GROUP AND CONTROLS

Модель наследования
Genetic model

Генотип
Genotype

Контрольная 
группа

Control group

Вторая основная 
группа

Second main 
group

OR (95% CI)
Odds ratio P

Кодоминантная
Codominant

D/D 36 (35,6%) 4 (19,1%) 1,00
0,049I/D 53 (52,5%) 10 (47,6%) 1,70 (0,49-5,83)

I/I 12 (11,9%) 7 (33,3%) 5,25 (1,31-21,11)

Доминантная
Dominant

D/D 36 (35,6%) 4 (19,1%) 1,00
0,13

I/D-I/I 65 (64,4%) 17 (81%) 2,35 (0,74-7,53)

Рецессивная
Recessive

 D/D-I/D 89 (88,1%) 14 (66,7%) 1,00
0,023

I/I 12 (11,9%) 7 (33,3%) 3,71 (1,25-11,02)

Сверхдоминантная
Superdominant

D/D-I/I 48 (47,5%) 11 (52,4%) 1,00
0,69

I/D 53 (52,5%) 10 (47,6%) 0,82 (0,32-2,11)
Лог-аддитивная
Log-additive – – – 2,34 (1,13-4,84) 0,018

Результаты
Проведенные исследования показали, что 

распределение генотипов HLA-G 3’UTR (14-bp 
del/14-bp del [D/D]; 14-bp del/14-bp ins [I/D];  
14-bp ins/14-bp ins [I/I]) у женщин в первой, 
второй и контрольной группах не отклонялось 
от расчетных величин, полученных по уравне-
нию Харди-Вайнберга, отражающего генетиче-
ское равновесие в популяции (табл. 2; p < 0,05).

При анализе возрастного состава женщин 
трех групп не обнаружено статистически значи-
мых различий (p > 0,05). Тем самым показано, 
что возраст матерей не являлся дополнительным 
ограничительным критерием для генетического 
сопоставления исследуемых групп.

Сравнение частот аллелей и генотипов в груп-
пе женщин, родивших детей с ВПС, и в груп-
пе сравнения не выявило значимых различий 
по пяти моделям наследования (табл. 3). 

Анализ распределения аллелей и генотипов 
в группе матерей, имеющих детей с шунтовыми 
пороками сердца с перегрузкой левого желудочка, 
как наиболее часто встречаемого ВПС (42,2%), 
также не выявил статистически значимых разли-
чий по отношению к контролю (p > 0,05).

Показано, что в группе женщин с ранними ре-
продуктивными потерями чаще встречается го-
мозиготный генотип HLA-G 3’UTR 14-bp ins/14-
bp ins по отношению к контрольной группе, 
наследуемый по рецессивной модели (табл. 4). 
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При сопоставлении аллелей и генотипов 
HLA-G 3’UTR групп женщин с ранними репро-
дуктивными потерями и женщин, имеющих де-
тей с ВПС, выявлен ряд статистически значимых 
различий. В группе женщин с репродуктивными 
потерями достоверно чаще встречались носите-
ли гомозиготного генотипа HLA-G 3’UTR 14-bp 
ins/14-bp ins, чем в группе женщин, имеющих 
детей с ВПС (табл. 5), в соответствии с лог-
аддитивной моделью наследования.

Тем самым в исследовании продемонстриро-
вано увеличение частоты встречаемости аллеля 
14-bp ins HLA-G 3’UTR и соответствующего гомо-
зиготного генотипа HLA-G 3’UTR у женщин с ре-
продуктивными потерями, как по отношению 
к женщинам, имеющих здоровых детей, так и 
к женщинами, имеющих детей с ВПС.

Обсуждение
Проведенный анализ литературных данных 

показал, что аллель HLA-G 3’UTR 14-bp ins и со-
ответствующий гомозиготный генотип достовер-
но чаще встречается у женщин с ранними репро-
дуктивными потерями [5, 22, 25]. Известно, что 
для HLA-генов всегда имеет место кодоминант-
ная модель наследования, то есть постоянное 
участие в иммунных процессах всех унаследован-
ных аллелей [15]. С этих позиций при гомозигот-
ном генотипе женщины HLA-G 3’UTR 14-bp ins/ 
14-bp ins плод получает аллель HLA-G 3’UTR 14-bp 
ins, который постоянно участвует в процессах, на-
правленных на ограничение иммунного отторже-
ния со стороны материнского микро окружения. 
Неоднократные исследования показали ассоци-
ативную связь с понижением экспрессии моле-
кулы HLA-G на клеточных культурах гомозигот-
ных по HLA-G 3’UTR 14-bp ins/14-bp ins, а также 

растворимой формы sHLA-G в супернатантах [3, 
18]. Принимая во внимание доказанный факт 
блокирования молекулой HLA-G киллерных ре-
цепторов натуральных киллерных лимфоцитов 
(KIR2DL4 и ILT-2) [8, 12], можно утверждать, 
что понижение экспрессии HLA-G у эмбриона 
на цитотрофобласте и в растворимом виде будет 
приводить к иммунному отторжению полуалло-
генного зародыша или прерыванию беременно-
сти на более поздних сроках. 

Представленное исследование показало, что 
в группе женщин с ранними репродуктивными 
потерями частота гомозиготного генотипа HLA-G 
3’UTR 14-bp ins/14-bp ins была достоверно выше, 
чем в контрольной группе. Достоверные разли-
чия получены не только для кодоминантной мо-
дели наследования, но и для рецессивной, и для 
лог-аддитивной. Это указывает на тот факт, что 
даже в гетерозиготном состоянии, при наличии 
второго, мажорного аллеля, данный минорный 
аллель будет проявлять свои негативные качества 
в отношении формирования репродуктивных  
потерь. 

Исследование распределения аллелей и гено-
типов полиморфизма HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del  
в мире показали незначительные изменения 
в частоте встречаемости мажорных и минорных 
аллелей и генотипов от популяции к популяции 
(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov). Кроме того, 
для европейских и монголоидных популяций 
отмечена аналогичная тенденция в повышении 
гомозиготного генотипа HLA-G 3’UTR 14-bp  
ins/1-4bp ins у женщин с репродуктивными по-
терями [10]. Учитывая этот факт, можно утверж-
дать, что данный генотип является маркерным 
для ранних репродуктивных потерь и в популя-
ции Западной Сибири.

ТАБЛИЦА 5. ЧАСТОТЫ ГЕНОТИПОВ HLA-G 3’UTR В ПЕРВОЙ И ВО ВТОРОЙ ОСНОВНЫХ ГРУППАХ
TABLE 5. FREQUENCIES OF HLA-G 3’UTR GENOTYPES IN FIRST AND SECOND MAIN GROUPS

Модель 
наследования
Genetic model

Генотип
Genotype

Первая основная 
группа

First main group

Вторая основная 
группа 

Second main group

OR (95% CI)
Odds ratio P

Кодоминантная 
Codominant

D/D 44 (42,7%) 4 (19,1%) 1,00
0,006I/D 51 (49,5%) 10 (47,6%) 2,16 (0,63-7,36)

I/I 8 (7,8%) 7 (33,3%) 9,62 (2,28-40,67)

Доминантная
Dominant

D/D 44 (42,7%) 4 (19,1%) 1,00
0,034

I/D-I/I 59 (57,3%) 17 (81%) 3,17 (1,00-10,08)

Рецессивная
Recessive

D/D-I/D 95 (92,2%) 14 (66,7%) 1,00
0,003

I/I 8 (7,8%) 7 (33,3%) 5,94 (1,86-18,93)

Сверхдоминантная
Superdominant

D/D-I/I 52 (50,5%) 11 (52,4%) 1,00
0,87

I/D 51 (49,5%) 10 (47,6%) 0,93 (0,36-2,37)
Лог-аддитивная
Log-additive – – – 3,13 (1,47-6,68) 0,002
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Выдвинутая гипотеза о том, что ВПС могут 
формироваться вследствие иммунных наруше-
ний в системе «мать – плод», имеет право на су-
ществование. Морфологические исследования 
эмбрионов от спонтанно закончившихся бере-
менностей в ранние сроки показали у них пороки 
развития и хромосомные аномалии в более 90% 
случаях [6]. Этот факт указывает на общность осо-
бенностей этиологии и патогенеза репродуктив-
ных потерь и врожденных пороков развития пло-
да. Показано, что ВПС являются доминирующей 
патологией в группе врожденных пороков раз-
вития плода и новорожденного ребенка, удель-
ный вес которых для всех популяций мира пре-
вышает 50% [11]. Тем самым можно говорить, что 
общность иммунных нарушений, приводящих 
к репродуктивным потерям и формированию 
врожденных пороков развития плода, распро-
страняется и на формирование ВПС. С позиции 
обеспечения нормальных иммунных взаимодей-
ствий между материнским микроокружением 
и полуаллогенным зародышем локус HLA явля-
ется основополагающим. Кроме того, ранее были 
получены ассоциации между аллелями и геноти-
пами HLA-DR и ВПС, как для детей с ВПС, так и 
для их матерей [1, 2]. Другой путь формирования 
ВПС, ассоциированный с HLA-G, может быть 
связан с активацией вертикального пути пере-
дачи вирусов от матерей к плоду. Показано, что 

ВИЧ и цитомегаловирус достоверно чаще пере-
даются от инфицированных матерей к их детям 
при наличии у матерей аллелей или генотипов 
с HLA-G 3’UTR 14-bp ins [21]. Известно, что гер-
петические вирусы индуцируют формирование 
ВПС. Но настоящее исследование не показало 
достоверных положительных ассоциаций между 
полиморфизмом HLA-G 3’UTR 14-bp ins/del мате-
рей и ВПС у их детей. Более того, показано до-
стоверное различие по частоте носительства го-
мозиготного генотипа HLA-G* 14-bp ins/14-bp ins 
у женщин с ранними репродуктивными потеря-
ми и имеющих детей с ВПС. Эти данные указыва-
ют на минимальную роль иммунных нарушений 
в системе «мать – плод» по HLA-G в индукции 
тератогенеза в формирующемся сердце. 

На основании проведенного исследования 
можно сделать следующие выводы:

1. Маркером ранних репродуктивных потерь 
у женщин является минорный аллель HLA-G 
3’UTR 14-bp ins, а носительство женщиной го-
мозиготного генотипа по этому аллелю (HLA-G 
3’UTR 14-bp ins/14-bp ins) ассоциировано с более 
чем пятикратным увеличением риска (OR = 5,25; 
95%CI = 1,31-21,11).

2. Полиморфный вариант гена HLA-G 3’UTR 
14-bp ins/del (rs1704) матерей не имеет достовер-
ных ассоциаций с рождением детей с ВПС.
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ГЕТЕРОГЕННОСТЬ НУКЛЕАЗНОЙ АКТИВНОСТИ 
ПОЛИКЛОНАЛЬНЫХ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ ПРИ 
РЕВМАТОИДНОМ И РЕАКТИВНОМ АРТРИТАХ
Волкова М.В.1, Кундер Е.В.1, Генералов И.И.2, Петрович Д.М.1
1 ГУО «Белорусская государственная медицинская академия последипломного образования», г. Минск, 
Республика Беларусь  
2 УО «Витебский государственный медицинский университет», г. Витебск, Республика Беларусь

Резюме. В последние годы активно исследуются каталитические свойства иммуноглобулинов. 
Установлено, что нуклеазная активность иммуноглобулинов повышается при системных аутоиммун-
ных заболеваниях. Учитывая патогенетические особенности ревматоидного артрита и реактивного 
артрита, целесообразным является уточнение характера нуклеазной активности при данных заболе-
ваниях. Этому может послужить определение ДНКазной активности иммуноглобулинов с использо-
ванием различных ДНК-субстратов и поиск специфических субстратов для конкретных нозологиче-
ских единиц. 

Целью работы является определение ДНКазной активности поликлональных иммуноглобулинов 
класса G при ревматоидном и реактивном артрите с использованием различных методов.

Для оценки нуклеазной активности используются различные методы. В настоящей работе изло-
жены разработанные и модифицированные нами методики для определения ДНКазной активности 
поликлональных иммуноглобулинов класса G. Особое внимание уделено электрофоретическому ме-
тоду оценки ДНКазной активности. Материалом для исследования являются поликлональные имму-
ноглобулины класса G, выделенные из сыворотки крови пациентов с ревматоидным артритом и ре-
активным артритом.

Выводы: 1. В сыворотке пациентов с ревматоидным артритом, реактивным артритом присутству-
ют антитела, обладающие дезоксирибонуклеазной активностью. 2. ДНКазные абзимы проявляют 
гетерогенную способность гидролизовать различные ДНК-субстраты. 3. Абзимный гидролиз ДНК-
субстратов длиной более 700 пар оснований более выражен по сравнению с ДНК-субстратами корот-
кой (100 пар оснований) длины. 

Ключевые слова: иммуноглобулины, абзимы, нуклеазная активность, гетерогенность, ревматоидный артрит, реактивный 
артрит
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HETEROGENEITY OF POLYCLONAL IMMUNOGLOBULINS 
NUCLEASE ACTIVITY IN RHEUMATOID AND REACTIVE 
ARTHRITIS
Volkova M.V.a, Kunder A.V.a, Generalov I.I.b, Petrovich D.M.a
a Belorussian Medical Academy of Postgraduate Education, Minsk, Republic of Belarus  
b Vitebsk State Medical University, Vitebsk, Republic of Belarus

Abstract. Catalytic properties of immunoglobulins are widely studied within recent years. It was found that 
nuclease activity of immunoglobulins is increased in systemic autoimmune diseases. Given some pathogenetic 
features of rheumatoid arthritis and reactive arthritis, it is appropriate to clarify the nature of nuclease activity 
in these diseases. Determination of DNAse activity of immunoglobulins with different DNA substrates, and 
search for specific substrates for distinct clinical entities could serve these purposes. The aim of present work 
is to determine DNase activity of the polyclonal class G immunoglobulins in rheumatoid and reactive arthritis 
using various methods. 

Different methods are used to evaluate nuclease activity. In this paper we present newly developed and 
modified techniques for determination of DNAse activity of polyclonal IgGs. Particular attention was paid to 
the electrophoretic method of DNase activity assessment. Polyclonal IgG isolated from blood serum of patients 
with rheumatoid arthritis and reactive arthritis were used for assays. In this study, we demonstrated the presence 
of an inhomogeneous DNase activity of immunoglobulins in relation to different substrates.

Along with calf thymus DNA, we used bacterial plasmid DNA and PCR products based on bacterial gene 
sequences. Levels of DNase activity by rivanol clot method with calf thymus DNA as substrate proved to be 
higher in patients with rheumatoid arthritis than the control values (p < 0.01). DNase abzyme activity in 
patients with rheumatoid arthritis was elevated, as compared to the patients with reactive arthritis (p < 0.01). 
When examining ability of the IgG to hydrolyze procaryotic DNA (bacterial plasmid DNA and PCR products, 
based on bacterial genes), we obtained heterogeneous results. Different Ig samples showed varying degrees of 
DNA hydrolysis. Abzyme hydrolysis of DNA substrates longer than 700 bp was more pronounced, as compared 
to short DNA substrates (100 base pairs). 

Conclusions: 1) antibodies having deoxyribonucleic activity are present in serum of patients with rheumatoid 
arthritis, reactive arthritis; 2) DNase abzymes exhibit heterogeneous ability to hydrolyze various DNA sub-
strates; 3) Abzyme-medicted hydrolysis of DNA substrates longer than 700 base pairs is more pronounced, as 
compared to a short DNA substrates (100 bp) length.

Keywords: immunoglobulins, abzymes, nuclease activity, heterogeneity, rheumatoid arthritis, reactive arthritis

Введение 
В последние годы взаимодействие нуклеи-

новых кислот и системы нуклеаз крови рассма-
тривается как один из механизмов патогенеза 
аутоиммунных заболеваний. Для этого существу-
ет ряд научных предпосылок. Во-первых, кон-
центрация эндогенных циркулирующих ну-
клеиновых кислот в плазме при аутоиммунных 
процессах в десятки раз выше по сравнению 
со здоровыми донорами [5]. Во-вторых, при ряде 
аутоиммунных заболеваний, таких как системная 
красная волчанка и ревматоидный артрит, кроме 
циркулирующей ДНК, в сыворотке крови появ-
ляются антитела к ДНК и циркулирующие им-
мунные комплексы с ДНК. Обнаружено повы-
шение ДНКазной активности сыворотки крови 
при ревматоидном артрите, спондилоартритах [4, 
9]. Описано снижение ДНКазной активности сы-

воротки при СКВ, в биологических моделях по-
казано развитие клинических проявлений СКВ 
у мышей, дефицитных по гену ДНКазы I, у 2-х 
пациентов с СКВ обнаружены дефекты в гене, 
кодирующем ДНКазу I [10, 16].

Также установлено, что наряду с дезокси-
рибонуклеазами плазмы крови нуклеазную ак-
тивность способны проявлять иммуноглобули-
ны [15]. Наиболее высокие уровни ДНКазной 
активности иммунолобулинов установлены при 
ревматоидном артрите, псориатическом артрите, 
системной красной волчанке [9, 18]. 

Для оценки ДНКазной активности исполь-
зуются различные методы. В настоящей работе 
изложены разработанные и модифицированные 
нами методики для определения ДНКазной ак-
тивности поликлональных иммуноглобулинов 
класса G, особое внимание уделено электрофо-
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ретическому методу оценки ДНКазной актив-
ности. 

Материалы и методы
Для исследования использовались поликло-

нальные иммуноглобулины класса G. IgG вы-
делялись из сыворотки крови пациентов с рев-
матоидным артритом и реактивным артритом 
риванол-аффинохроматографическим методом 
c использованием агарозы, конъюгированной 
с протеином А [1]. Контроль чистоты и гомоген-
ности проводили методом электрофореза в поли-
акриламидном геле с окраской нитратом серебра 
и Coomassie Brilliant Blue [2]. 

Базовым методом определения ДНКазной ак-
тивности в нашей лаборатории является метод 
риванолового сгустка [3].

Для работы используется матричный 0,1% 
раствор ДНК тимуса теленка (Sigma) путем рас-
творения ДНК в дистиллированной воде. Рабо-
чий раствор ДНК в концентрации 0,25-0,35 мг 
ДНК/мл изготавливается из матричного раство-
ра непосредственно перед постановкой реакции. 
Обязательно контролируется состояние рабо-
чего раствора ДНК. Для этого к 0,2 мл раствора 
ДНК следует прибавить 0,1 мл 0,9% NaCl и 0,1 мл 
0,02М трис-HCl буфера рН 8,3 с 0,01 М хлоридом 
магния. Затем добавить 0,02 мл 0,75% раствора 
риванола и встряхнуть до образования сгустка 
ДНК. Далее сгусток отмыть, экстрагировать при 
100 °С 0,5-1М раствором HCl в течение 1-2 минут 
и фотометрировать на длине волны 405 нм. При-
годным для работы считается оптическая плот-
ность сгустка ДНК 0,7-0,9.

Постановка осуществляется в центрифуж-
ных пробирках. К 0,1 мл поликлональных имму-
ноглобулинов в концентрации 1 мг/мл следует 
прибавить 0,2 мл стандартизованного раствора 
ДНК и 0,1 мл 0,02 М рН 7,4 Трис-HCl буфера, 
содержащего 0,01 М MgCl2, затем встряхнуть. 
Реакция ставится в дублях. В контрольных про-
бах используется 0,02 М рН 8,3 Трис-HCl буфер, 
не содержащий солей магния, что блокирует 
ДНКазную активность, а также сыворотка до-
нора, не проявляющая собственной ДНКазной 
активности в указанном разведении. Пробы не-
обходимо инкубировать при 37 °С в течение 2 
часов. После инкубации к пробам добавляется 
по 20 мкл 0,75% риванола. Результат оценивает-
ся по сгустку. Визуальный учет реакции прово-
дится в баллах: 0 – отсутствие активности (ком-
пактный сгусток); 1 – минимальная активность 
(рыхлый сгусток); 2 – слабая активность (рых-
лый сгусток, хлопья, нити); 3 – умеренная ак-
тивность (хлопья, нити); 4 – высокая активность 
(распад сгустка, хлопья, нити); 5 – максималь-

ная активность (полный распад сгустка с образо-
ванием гомогенной взвеси).

Время инкубации реакции составило 20 часов. 
Забор аликвот производился сразу после смеши-
вания компонентов (без инкубации), через 5 и 20 
часов инкубации.

Наличие ДНКазной активности также опреде-
лялось электрофорезом продуктов распада ДНК 
под влиянием иммуноглобулинов в 1,5% агароз-
ном геле [2]. Для постановки электрофореза суб-
стратно-буферная смесь (0,01 мл) вносилась в ага-
розный гель, содержащий Трис-боратный буфер 
(89 мMТрис, 2,5 мM этилендиаминтетрауксус-
ная кислота (ЭДТА), 8,9 мM H3BO3) с бромидом 
этидия (0,4 мкг/мл). Электрофорез выполнялся 
в аппарате для горизонтального электрофореза, 
заполненном Трис-боратным буфером при силе 
тока 30 мA, напряжении 120 V, в течение 2 часов 
или до момента достижения образцами края геля. 
Результаты электрофореза оценивались при по-
мещении агарозного геля под ультрафиолетовый 
свет для визуализации продуктов реакции. 

Для изучения патогенетической значимости 
феномена нуклеазной активности поликлональ-
ных иммуноглобулинов также были использова-
ны другие субстраты ДНК, а именно бактериаль-
ная плазмидная двухспиральная ДНК Escherichia 
coli, ДНК Chlamydia trachomatis и E. coli, полу-
ченная методом ПЦР. ДНК-гидролизующую 
способность антител в отношении ДНК E. coli 
и С. trachomatis оценивали по изменению элек-
трофоретической подвижности субстрата.

Для определения способности IgG гидроли-
зовать бактериальную плазмидную ДНК E. coli 
использовалась разработанная нами методика. 
Реакционная смесь (0,3 мл) состояла из 0,1 мл 
двухспиральной плазмидной ДНК (3,400 пар 
оснований) в концентрации 100 мкг/мл, 0,1 мл 
препарата поликлональных IgG в концентрации 
1 мг/мл или 0,1 мл 0,9% раствора NaCl в кон-
трольной пробе и 0,1 мл буферного раствора 
0,02 М Tрис-HCl pH 7,4 с 0,01 М MgCl2. Суб-
стратно-буферная смесь инкубировалась в тече-
ние 20 часов при 37 °С. Результаты оценивались 
путем электрофореза в агарозном геле согласно 
вышеописанной методике.

Субстратом реакции гидролиза ДНК Chlamydia 
trachomatis под влиянием IgG послужила ДНК, 
полученная путем амплификации. Модифици-
рованный, клонированный в плазмиде, фланки-
рованный праймерами CT-1, CT-2, выбранными 
в области генома криптической плазмиды, фраг-
мент ДНК Chlamydia trachomatis амплифициро-
вали по протоколу производителя тест-системы. 
Реакционная смесь состояла из 0,01 мл ДНК 
Chlamydia trachomatis, 0,01 мл IgG в концентрации 
1 мг/мл или 0,01 мл 0,9% раствора NaCl в контро-
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ле и 0,01 мл буферного раствора 0,02 М Tрис-HCl 
pH 7,4 с 0,01М MgCl2. Инкубацию проводили 20 
часов при 37 °С. Результаты оценивались мето-
дом электрофореза.

Также было произведено определение ДНКаз-
ной активности иммуноглобулинов с использо-
ванием смеси синтезированных нами согласно 
стандартному протоколу ПЦР-продуктов stx2e 
(733 пары оснований) и aggR (100 пар оснований). 

ПЦР продукты представляют собой последо-
вательности ДНК, соответствующие определен-
ным генам кишечной палочки, stx2e представ-
ляет собой ген, кодирующий Shiga токсин 2E [6], 
последовательность нуклеотидов аggR является 
транскрипционным регулятором энтеро-агрега-
тивных штаммов Escherichia coli (EAEC) [11]. 

Реакционная смесь (0,3 мл) состояла из 0,1 мл 
смеси ПЦР-продуктов, 0,1 мл препарата поли-
клональных IgG в концентрации 1 мг/мл или 
0,1 мл 0,9% раствора NaCl в контрольной пробе 
и 0,1 мл буферного раствора 0,02 М Tрис-HCl  
pH 7,4 с 0,01 М MgCl2. Субстратно-буферная смесь 
инкубировалась в течение 20 часов при 37 °С. Ре-
зультаты оценивались путем электрофореза в ага-
розном геле согласно вышеописанной методике.

Результаты
При исследовании ДНКазной активности 

методом риванолового сгустка у пациентов с РА 
установлено наличие ДНКазной активности им-
муноглобулинов, уровни которой превышают 
(p < 0,01) контрольные величины. ДНКазная аб-
зимная активность у пациентов с РА превышает 
(p < 0,01) значения данной активности у пациен-
тов с РеА (табл. 1).

Выявлена взаимосвязь (p < 0,05) между 
ДНКазной активностью поликлональных IgG 
и оценкой общего состояния здоровья пациентом 
по ВАШ (r = 0,27), оценкой активности заболева-
ния по шкале Ликкерт (r = 0,30), а также между 

удельной ДНКазной активностью поликлональ-
ных IgG и уровнем СОЭ (r = 0,42). При оРеА от-
мечена зависимость (p < 0,05) между ДНКазной 
активностью поликлональных IgG и уровнем 
ЦИК (r = 0,42), количеством Т-лимфоцитов 
(r = 0,40).

На рисунке 1 приведены результаты электро-
фореза продуктов реакции гидролиза ДНК под 
действием 3 препаратов (продукты реакции 
№ 1-3) поликлональных иммуноглобулинов. 
Данные препараты были выделены от разных 
пациентов с ревматоидным артритом и облада-
ли высокой (5 баллов) ДНКазной активностью, 
определенной методом риванолового сгустка. 
При электрофорезе в 1,5% агарозном геле наблю-
далось разделение субстрата на высоко- и низко-
полимерную фракции (рис. 1 – 1, 4, 7). После 20 
часов инкубации происходил полный гидролиз 
обеих фракций субстрата с образованием так на-
зываемого «шмера» (рис. 1 – 3, 6, 9).

На рисунке 2 представлены результаты оцен-
ки ДНКазной активности IgG, выделенных 
из сыворотки крови пациентов с ревматоидным 
артритом в отношении плазмидной ДНК E. coli. 
Исследуемые образцы IgG обладали различ-
ной способностью гидролизовать данный суб-
страт. Так, образец IgG одного пациента с рРА 
(рис. 2 – 4) полностью гидролизовал ДНК в тече-
ние 20 часов инкубации. Три других образца IgG 
(рис. 2 – 2, 3, 5) в большей степени воздейство-
вали на суперскрученную фракцию плазмидной 
ДНК, приводя к образованию одноцепочечных 
разрывов и перехода суперскрученной ДНК в ре-
лаксированную форму по сравнению с контроль-
ным образцом (рис. 2 – 1) в течение 20 часов.

При исследовании способности IgG гидроли-
зовать ДНК Chlamydia trachomatis также прини-
мали во внимание свойство молекулы ДНК изме-
нять подвижность в агарозном геле в результате 
случайных одно- и двухцепочечных разрывов. 

ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ ДНКазной АКТИВНОСТИ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫХ IgG
TABLE 1. DNAse ACTIVITY LEVELS OF POLYCLONAL IgGs

Группы обследованных лиц
Groups of involved patients

Уровни ДНКазной активности поликлональных IgG, баллы
DNAse activity of polyclonal IgG, units

Количество 
пациентов

Patient number

Ме (95% ДИ)
Me (95% CI)

Range
(Min-Max)

РА
RA 64 4,00 (3,50;4,50) 3,00-5,00

РеА
ReA 55 2,50 (2,00;3,00) 0,50-4,50

Здоровые лица
Healthy controls 40 0,00 (0,00;0,50) 0,00-2,00



775

Нуклеазная абзимная активность
Nuclease abzyme activity2017, Vol. 19,  6

2017, Т. 19, № 6

Рисунок 1. Электрофорез в 1,5% агарозном геле 
продуктов реакции гидролиза ДНК тимуса теленка под 
действием поликлональных IgG
Примечание. 1 – субстратно-буферная смесь № 1 без 
инкубации (контроль), 2 – продукты реакции гидролиза ДНК 
№ 1 через 5 часов инкубации, 3 – продукты реакции № 1 через 
20 часов инкубации, 4 – субстратно-буферная смесь № 2 без 
инкубации (контроль), 5 – продукты реакции гидролиза ДНК 
№ 2 через 5 часов инкубации, 6 – продукты реакции № 2 через 
20 часов инкубации, 7 – субстратно-буферная смесь № 3 без 
инкубации (контроль), 8 – продукты реакции гидролиза ДНК 
№ 2 через 5 часов инкубации, 9 – продукты реакции № 3 через 
20 часов инкубации, а – высокополимерная фракция ДНК, b – 
низкополимерная фракция ДНК.
Figure 1. 1.5% Agarose gel electrophoresis of calf thymus DNA 
hydrolysis products induced by polyclonal IgG
Note. 1, substrate-buffer mixture No. 1 without incubation (control);  
2, products of DNA sample No. 1 hydrolysis after 5 hours of incubation; 
3, reaction products of sample No. 1 after 20 hours of incubation;  
4, substrate-buffer mixture No. 2 without incubation (control);  
5, products of the DNA hydrolysis reaction No. 2 after 5 hours of 
incubation; 6, reaction products of sample No. 2 after 20 hours of 
incubation; 7, substrate-buffer mixture No. 3 without incubation 
(control); 8, products of DNA hydrolysis reaction No. 2 after 5 hours of 
incubation; 9, reaction products of the sample No. 3 after 20 hours of 
incubation; a, high-molecular DNA fraction; b, low-molecular polymer 
fraction of DNA.

Рисунок 2. Результаты электрофореза продуктов 
распада плазмидной ДНК E. coli под действием IgG
Примечание. 1 – контрольный образец, 2, 3, 4, 5 – продукты 
реакции IgG с плазмидной ДНК, а – релаксированная фракция 
ДНК, b – суперскрученная фракция ДНК.
Figure 2. Results of E. coli plasmid DNA electrophoresis after 
hydrolysis by IgG
Note. 1, control sample; 2, 3, 4, 5, IgG reaction products with plasmid 
DNA; a, relaxed DNA fraction; b, supercoiled DNA fraction.

Рисунок 3. Результаты электрофореза продуктов 
распада ДНК Chlamydia trachomatis под действием IgG
Примечание. 1 – контрольный образец, 2 – продукты реакции 
IgG донора с ДНК Chlamydia trachomatis, 3, 4 – продукты 
реакции IgG пациентов с ревматоидным артритом с ДНК 
Chlamydia trachomatis.
Figure 3. Results of Chlamydia trachomatis DNA electrophoresis 
after hydrolysis by IgG
Note. 1, control sample; 2, donor IgG incubated with Chlamydia 
trachomatis DNA reaction products; 3, 4, DNA hydrolysis products 
obtained with IgG of patients with rheumatoid arthritis.

Рисунок 4. Результаты электрофореза продуктов 
распада ДНК ПЦР-продуктов под действием IgG
Примечание. 1-5 – продукты реакции IgG пациентов 
с ревматоидным артритом со смесью ПЦР-продуктов, 6-10 – 
продукты реакции IgG пациентов с реактивным артритом 
со смесью ПЦР-продуктов, 11 – отрицательный контроль.
Figure 4. Results of the of PCR- products electrophoresis after 
DNA hydrolysis induced by IgG
Note. 1 to 5, Results of IgG treatment (rheumatoid arthritis patients) 
upon a mixture of PCR products; 6 to 10, Results of IgG treatment from 
patients with reactive arthritis upon a mixture of PCR products; 11, 
negative control.
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В опытных образцах наблюдали изменение под-
вижности амплифицированной ДНК Chlamydia 
trachomatis вследствие конформационных изме-
нений (рис. 3 – 3, 4), в то время как в образце до-
нора и контрольном образце ДНК мигрировала 
одной полосой (рис. 3 – 1, 2).

При исследовании способности иммуногло-
булинов G гидролизовать ПЦР-продукты на-
блюдались неоднородные результаты реакции 
(рис. 4). Во-первых, разные препараты иммуно-
глобулинов демонстрировали различную степень 
гидролиза ДНК. Препараты 1, 4, 5 и 9 (рис. 4) пол-
ностью гидролизовали stx2e продукт с образова-
нием «шмера». Препараты 2 и 10 гидролизовали 
данных ПЦР-продукт в меньшей степени. Гидро-
лиз stx2e препаратами 3, 6, 7, 8 (рис. 4) был сопо-
ставим с отрицательным контролем (рис. 4 – 11).  
Во-вторых, препараты иммуноглобулинов 
в меньшей степени гидролизовали короткий, 
длиной в 100 пар оснований aggR-продукт. Ве-
роятно, это обусловлено избирательной способ-
ностью иммуноглобулинов гидролизовать ДНК-
последовательности не короче определенной 
длины. 

Обсуждение
Появление антител, обладающих ДНКазной 

активностью при аутоиммунных заболеваниях 
полностью не изучено. Феномен появления де-
зоксирибонуклеазной активности иммуноглобу-
линов при ревматических заболеваниях открыва-
ет новые иммуно-патогенетические механизмы, 
лежащие в основе хронического иммуноопос-
редованного воспаления. В данной работе мы 
продемонстрировали наличие неоднородной 
ДНКазной активности иммуноглобулинов по от-
ношению к разным субстратам. Помимо ДНК 
тимуса теленка, мы использовали бактериальную 
плазмидную ДНК и ПЦР продукты, синтезиро-
ванные на основе бактериальных генов. 

 Учитывая значимое, но не прямое влияние 
инфекционных антигенов на развитие аутоим-
мунного процесса, следует предположить, что 
появление ДНКазных антител может быть спро-
воцировано повышением концентрации бакте-
риальной ДНК в плазме крови. Известно, что 
бактериальная ДНК отличается от эукариотиче-
ской большим содержанием гипометилирован-
ных CpG последовательностей. Установлено, что 
ациенты с СКВ имеют повышенные уровни цир-
кулирующей ДНК, содержащей гипометилиро-
ванные CpG-мотивы [8]. 

В свою очередь гипометилированные CpG 
последовательности ДНК активируют В-клетки 
через Toll-like рецептор 9. При этом запускается 
каскад реакций, который включает не только по-

ликлональную активацию В-клеток, но и секре-
цию провоспалительных цитокинов и устойчи-
вость к апоптозу, что обусловливает выживание 
аутореактивных клеток при ревматоидном артри-
те и СКВ [13]. Недавно было установлено, что 
интерферон-γ играет важную роль в запуске син-
теза антител В-клетками после активации CpG 
ДНК [12]. В то же время оказалось, что по со-
держанию неметилированных CpG транскриби-
руемый участок рибосомальной ДНК идентичен 
бактериальной ДНК и может подобным образом 
взаимодействовать с Toll-like рецептором 9 [17]. 
Это взаимодействие по принципу молекулярной 
мимикрии может лежать в основе выработки ау-
тоантител к собственным рибонуклеопротеинам, 
а также провоцировать появление ДНКазных аб-
зимов. 

Оказалось, что CpG инициируют транскрип-
цию генов зародышевой линии C(gamma)1, 
C(gamma)2, и C(gamma)3 в активирован-
ных В-клетках через TLR9-опосредованный 
NF- kappaB-зависимый путь, взаимосвязанный 
с IL-10 через STAT-белки и IFN-запускаемые 
факторы. Транскрипция C(gamma) гена вызыва-
ет повышение активности цитидин-деиминазы, 
ключевого элемента в механизме переключения 
классов иммуноглобулинов в В-клетках [14]. Та-
ким образом, CpG ДНК, высвобождаемая при 
инфекционном процессе, может стимулировать 
аутоиммунные сдвиги путем переключения ау-
тореактивных В-клеток с IgM на IgG изотип [7]. 
Кроме того, установлено, что этот каскад инги-
бируется хлорохином – препаратом, который 
снижает выраженность клинических проявлений 
IgG-опосредованных аутоиммунных заболева-
ний и в настоящее время используется в лечении 
СКВ и РА. 

Учитывая эти сложные взаимосвязанные 
патогенетические пути, обнаружение допол-
нительных свойств иммуноглобулинов суще-
ственно расширяет представление о механизмах 
аутоиммунного воспаления. Нами обнаружена 
способность иммуноглобулинов гидролизовать 
различные ДНК-субстраты у пациентов с ревма-
тоидным и реактивным артритом. Полученные 
данные о неоднородной способности ДНКазных 
абзимов гидролизовать разные ДНК-субстраты 
указывают на их определенную специфичность, 
особенно в отношении бактериальной ДНК. 
Для более детального изучения феномена ДНКза-
ной активности необходимо исследовать профи-
ли специфичности к разным ДНК-субстратам 
для каждой нозологической формы, разработать 
методы количественного определения степени 
гидролиза. Это в дальнейшем позволит более 
детально изучить влияние определенных микро-
организмов в патогенезе аутоиммунных заболе-
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ваний. Кроме этого, оптимизация определения 
ДНКазной активности позволит усовершенство-
вать имеющиеся и разработать новые диагности-
ческие методы. 

Выводы
1. В сыворотке пациентов с ревматоидным 

артритом, реактивным артритом присутствуют 

антитела, обладающие дезоксирибонуклеазной 
активностью.

2. ДНКазные абзимы проявляют гетеро-
генную способность гидролизовать различные 
ДНК-субстраты.

3. Абзимный гидролиз ДНК-субстратов дли-
ной более 700 пар оснований более выражен 
по сравнению с ДНК-субстратами короткой (100 
пар оснований) длины. 
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ПЕРВЫЕ КЛИНИЧЕСКИЕ РЕЗУЛЬТАТЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
КЛЕТОК СТРОМАЛЬНО-ВАСКУЛЯРНОЙ ФРАКЦИИ 
ЛИПОАСПИРАТА У ПАЦИЕНТОВ С ГОНАРТРОЗОМ 
Шевела Е.Я., Ница Н.А., Старостина Н.М., Баранов С.И., 
Кожевников Ю.А., Попова Н.Д., Баторов Е.В., Останин А.А., 
Черных Е.Р.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия 

Резюме. В работе представлены результаты клинической апробации аутологичных клеток стро-
мально-васкулярной фракции (СВФ) у пациентов с деформирующим остеоартрозом (ДОА) колен-
ных суставов II-III стадии по Kellgren–Lawrence. В пилотное исследование были рекрутированы 6 
больных с ДОА коленных суставов (3 мужчин и 3 женщины; медиана возраста 64 года) с давностью 
заболевания 7 лет. Пациентам однократно, под УЗИ-навигацией, вводили аутологичные клетки СВФ 
в средней дозе 16,8±0,9 × 106/сустав. Внутрисуставное введение клеток СВФ не вызывало развития ал-
лергических, токсических или воспалительных реакций. Анкетирование пациентов через 1 мес. после 
введения клеток СВФ выявило снижение выраженности болевого синдрома, оцениваемого по ви-
зуально-аналоговой шкале (ВАШ) и специализированной 100-балльной шкале KOOS (подшкала 
«Боль») (p < 0,05 по обеим шкалам). Более того, пациенты отметили улучшение функциональной ак-
тивности суставов и качества жизни, связанного с пораженными суставами по шкале KOOS (p < 0,05). 
Положительная клиническая динамика сохранялась при наблюдении до 6 мес. УЗИ суставов про-
демонстрировало увеличение толщины гиалинового хряща через 3 (в 73% случаев) и 6 мес. (в 82%). 
Проведенное нами пилотное исследование показало безопасность и хорошую переносимость вну-
трисуставного введения аутологичных клеток СВФ у пациентов с выраженными проявлениями ДОА. 
Полученные результаты свидетельствуют также о значительном противовоспалительном эффекте 
аутологичных клеток СВФ жировой ткани, проявляющемся на ранних этапах клеточной терапии. 
Потенциальную возможность стимулирующего влияния клеток СВФ на регенерацию поврежденных 
суставов предполагается оценить при дальнейшем наблюдении.

Ключевые слова: стромально-васкулярная фракция, остеоартроз, шкала ВАШ, шкала KOOS
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PRELIMINARY CLINICAL RESULTS WITH LIPOASPIRATE 
STROMAL VASCULAR CELL FRACTION IN TREATMENT OF 
PATIENTS WITH KNEE OSTEOARTHRITIS 
Shevela E.Ya., Nitsa N.A., Starostina N.M., Baranov S.I., 
Kozhevnikov Yu.A., Popova N.D., Batorov E.V., Ostanin A.A., 
Chernykh E.R.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. The paper presents results of clinical application of autologous stromal-vascular fraction (SVF) 
cells in patients with degenerative osteoarthritis (OA) of the knee, grade II and III (Kellgren–Lawrence scale). 
We recruited six patients with knee OA (3 men and 3 women; median age 64 years) with mean disease duration 
of 7 years. All the patients were administered a single intra-articular injection of autologous nucleated SVF 
cells at an average dose of 16.8±0.9 × 106 per joint (a total of 11 joints). The patients did not experience any 
serious side effects (allergic, toxic or inflammatory) related to the knee injection. Patient surveys at 1 month 
after SVF administration revealed a decrease in the severity of pain, as measured by a visual analog scale (VAS) 
and a specialized 100-point scale KOOS (subscale "pain") (p < 0.05 on both scales). Moreover, the patients 
reported improvement in the joint functions and quality of life related to affected joints on a KOOS scale 
(p < 0.05). These positive clinical changes persisted during 6 month follow up. Significant improvements were 
noted in ultrasound findings, with increased thickness of the cartilage layer at 3 months (in 73% of cases) and 
at 6 months (in 82%). Our pilot study demonstrated the safety and tolerability of intra-articular injection of 
autologous SVF cells in patients with moderate to severe OA. The results obtained also indicate a significant 
antiinflammatory effect of autologous adipose tissue SVF cells, which is manifested at the early stages of cell 
therapy. Our further investigations will be focused on exploring the SVF stimulatory effects on regeneration of 
damaged joints.

Keywords: stromal-vascular fraction, osteoarthritis, VAS scale, KOOS scale

Введение
Остеоартриты (в отечественной медицине 

используется термин «остеоартроз», «деформи-
рующий остеоартроз», ДОА) характеризуются 
дегенерацией суставного хряща, склерозом суб-
хондральной кости и формированием марги-
нальных остеофитов. Среди всех нозологических 
форм патологии суставов ДОА составляет 55%. 
По данным эпидемиологических исследований, 
ДОА различной локализации страдают 1-2% на-
селения до 45 лет и 15-85% людей старшего воз-
раста [1]. 

Основными клиническими проявлениями 
ДОА являются боль и ограничение функции, 
а также патологические изменения структуры 
сустава, что является причиной снижения каче-
ства жизни, особенно при поражении крупных 
суставов. Несмотря на мультифакториальность 
заболевания, важнейшим этиопатогенетическим 
фактором дегенеративного поражения суставов 
является воспаление. Признаки воспаления на-
блюдаются как на ранних, так и на поздних ста-
диях ДОА. При этом воспаление синовиальной 

мембраны сопровождается повышением уровня 
провоспалительных медиаторов, включая ци-
токины (TNF, IL-12, IL-6, IL-15, IL-17, IL-18, 
IL-21, LIF, IL-8), оксид азота, ПГЕ2, и ассоции-
руется с повреждением прилегающей хрящевой 
ткани [17, 30]. 

Низкая способность суставного хряща к са-
мовосстановлению существенно ограничива-
ет возможности лечения пациентов с ДОА [34]. 
Традиционно используемые нестероидные про-
тивовоспалительные препараты и глюкокорти-
костероиды подавляют воспаление и достаточно 
эффективны в купировании болевого синдрома, 
однако не способны стимулировать регенера-
тивные процессы в поврежденном хряще. Кроме 
того, препараты этих групп, даже при исполь-
зовании в терапевтических дозах, нередко вы-
зывают развитие серьезных побочных реакций. 
Операции по протезированию суставов также 
относительно часто ассоциируются с серьезными 
и опасными для жизни осложнениями, включая 
повышенный риск инфекции, тромбоэмболии, ин-
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фаркта миокарда, инсульта, а также ограниченным 
сроком службы протеза.

Одно из новых направлений в лечении ДОА 
связано с использованием клеточных техноло-
гий, основанных на использовании стволовых 
клеток. Наиболее перспективными кандидата-
ми являются мультипотентные мезенхимальные 
стромальные/стволовые клетки (МСК), которые 
обладают выраженным противовоспалительным 
и регенераторным потенциалом [8, 10, 15, 18, 
19, 22]. Распространенными источниками этих 
клеток являются костный мозг и жировая ткань, 
причем жировая ткань обладает рядом преиму-
ществ [9]. Так, количество МСК, которые можно 
выделить из жировой ткани, в 100-1000 раз пре-
вышает их количество, содержащееся в эквива-
лентном объеме костного мозга [2]. Кроме того, 
выделенные из жировой ткани МСК генетически 
более стабильны в течение длительного срока 
культивирования, отличаются более низким ко-
эффициентом старения и высокой пролифера-
тивной активностью [3, 31]. Жировая ткань может 
быть легко получена при проведении стандартной 
процедуры липосакции под местной анестезией, 
а методы липотрансфера широко используются 
в современной пластической хирургии. Кроме того, 
стромально-васкулярная фракция (СВФ) липо-
аспирата является богатым источником не толь-
ко МСК, но и других типов клеток, участвующих 
в регенерации тканей, например, предшествен-
ников эндотелиальных клеток, преадипоци-
тов, фибробластов, тучных клеток, макрофагов,  
Т- и В-лимфоцитов [13, 31]. Клетки СВФ оказыва-
ют противовоспалительный и иммуномодулирую-
щий эффекты; кроме того, содержащиеся в СВФ 
МСК способны дифференцироваться в клетки со-
единительной ткани, включая хрящи, сухожилия 
и связки [32]. Существенным преимуществом 
можно также считать возможность использова-
ния свежевыделенных клеток СВФ, не подвергав-
шихся культуральной экспансии, поскольку ма-
нипуляции in vitro могут привести к генетическим 
и эпигенетическим изменениям, способным по-
влиять на функциональные и биологические свой-
ства клеток.

Доклинические исследования на животных 
показали безопасность и эффективность кле-
ток СВФ в лечении ДОА, хрящевых дефектов 
или других ортопедических заболеваний [3, 23, 
29]. Немногочисленные пилотные исследования 
продемонстрировали хорошую переносимость, 
безопасность, а также клиническую эффектив-
ность СВФ у пациентов с ранними стадиями 
ДОА [6, 13, 16, 25].

Настоящее исследование было предпринято 
с целью клинической апробации аутологичных 

клеток СВФ у пациентов с длительно текущим 
ДОА коленных суставов (гонартроз), II-III ст. 
по Kellgren–Lawrence. 

Материалы и методы 
Пациенты
Набор пациентов в исследование проводил-

ся в соответствии c протоколом (NCT 02967874, 
clinicaltrails.gov), одобренным локальным этиче-
ским комитетом НИИФКИ. Критерии включе-
ния: 1) лица обоих полов в возрасте от 40 до 85 
лет; 2) наличие первичного деформирующего 
остеоартроза (ДOA) 1-2 коленных суставов (Rg 
стадия 2-3 по Kellgren–Lawrence), верифици-
рованного клинически и рентгенологически; 
3) возможность проведения липосакции; 4) нали-
чие письменного информированного согласия. 
Критерии исключения: 1) выраженная деком-
пенсированная сердечно-сосудистая, дыхатель-
ная, печеночная, почечная недостаточность;  
2) аутоиммунные заболевания; 3) острые инфек-
ционные заболевания; 4) психические заболе-
вания; 5) аллергия на препараты для местного 
обезболивания; 6) использование кортикостеро-
идных препаратов в предшествующие 4 недели; 
7) наличие противопоказаний для проведения 
пункции суставов, включая эндопротезирование 
суставов. 

Получение клеток СВФ
Жировую ткань (липоаспират) получали при 

проведении операции липосакции. Липоаспи-
рат интенсивно отмывали холодным физиоло-
гическим раствором, забуференным фосфатами 
(ЗФР; «Биолот», Россия), после чего подвергали 
ферментативной диссоциации с помощью 0,1% 
раствора коллагеназы 1А типа (Sigma-Aldrich, 
США) в течение 45 минут при 37 °C и периоди-
ческом встряхивании. По окончании инкубации 
проводили инактивацию фермента и двукратную 
отмывку клеточной суспензии с помощью физио-
логического раствора. Нерасщепленные фраг-
менты жировой ткани удаляли фильтрованием 
через нейлоновые фильтры (размер пор 100 μm). 
Полученные таким образом ядросодержащие 
клетки так называемой стромально-васкуляр-
ной фракции (СВФ) ресуспендировали в физио-
логическом растворе, подсчитывали количество 
и определяли жизнеспособность (по исключе-
нию трипанового синего; Sigma-Aldrich, США).

Процедура исследования
Клетки СВФ вводили однократно интраар-

тикулярно под УЗИ-навигацией в объеме 3 мл 
клеточной взвеси на сустав. Обследование боль-
ных проводили до введения клеток и через 1, 3, 
6 мес. после введения клеток. Оценка безопасно-
сти включала физикальное обследование и ана-
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лиз нежелательных событий (аллергические, 
токсические, воспалительные реакции). При 
анализе клинической эффективности использо-
вали оценку выраженности болевого синдрома 
с помощью визуально-аналоговой шкалы боли 
(ВАШ) и оценку состояния пораженных суста-
вов и качества жизни по KOOS (Knee injury and 
Osteoarthritis Outcome Score; www.koos.nu), а так-
же данные УЗИ суставов. 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью пакета про-
грамм Statistica 6.0. Данные представлены в виде 
средних значений (М) и стандартной ошибки 
(S.E.), а также в виде медианных значений (Ме) 
и интерквартильного диапазона (IQR, Q0,25-Q0,75 
квартили). Уровень статистической значимости 
различий определяли с помощью непараметри-
ческого U-критерия Манна–Уитни. Различия 
считали достоверными при уровне значимости 
p < 0,05.

Результаты
Характеристика пациентов
В исследование были рекрутированы 6 па-

циентов (3 мужчин и 3 женщины в возрасте 
от 50 до 82 лет; медиана 64 года) с первичным 
ДОА опорных суставов (гонартроз), Rg стадия II 
(n = 2) и II-III (n = 4), НФС II ст (n = 6). Давность 
заболевания 8,6±3,2 лет (Ме 7, IQR 4-8) (табл. 1). 

Для оценки функционального состояния по-
раженных суставов и качества жизни использо-
вали специализированную 100-балльную шкалу 
для коленного сустава KOOS, которая позволя-
ет оценить боль, другие симптомы заболевания 
(отек, ограничение объема движений), повсед-
невную активность, возможность занятия спор-
том/отдыхом, а также уровень качества жизни, 
связанный с пораженным суставом. Расчет бал-
лов по шкале KOOS проводили на основе ан-
кетирования пациентов, при этом 100 баллов 

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ, ВКЛЮЧЕННЫХ В ИССЛЕДОВАНИЕ
TABLE 1. THE CHARACTERISTIC OF PATIENTS RECRUITED IN THE STUDY

№ Пол
Sex

Возраст
Age

Стадия 
Grade 

НФС
JFD

Давность, 
годы 
OA 

duration,
years

Сопутствующие заболевания
Comorbidities

1 М
M 50 II II 1,5

АГ II ст., риск 3. Дислипидемия. 
Жировой гепатоз

Systemic arterial hypertension (SAH), 
stage II. Dyslipidemia. Hepatic steatosis

2 Ж
F 59 II-III II 4 АГ I ст., риск 2

SAH, stage I

3 М
M 59 II-III II 8 АГ II ст., риск 3. ХНБ, ремиссия. ДН 0

SAH, stage II. CNOB, clinical remission

4 Ж
F 67 III-IV II 6

ГБ II ст, АГ III ст., риск 4. Дислипиде-
мия. Атеросклероз аорты. ХСН I, ФК 

I. ХЦИ I ст. Ожирение 3 ст.
SAH, stage III. Dyslipidemia. CHD. CHF, 

stage I. CCI, stage I. Obesity, class 3

5 Ж
F 67 II II 24

АГ II ст., риск 4. СД II типа. 
Ожирение 3 ст.

SAH, stage II. Diabetes mellitus. Obesity, 
class 3

6 М
M 82 II-III II 8

ИБС. ГБ II ст, I степ, риск 4. ХСН I. 
ХПН 1

CHD. SAH, stage II. CHF, stage I. CRF, 
stage I

Примечание. НФС – недостаточность функции сустава, АГ – артериальная гипертензия; ГБ – гипертоническая 
болезнь; ИБС – ишемическая болезнь сердца; СД – сахарный диабет; ХНБ – хронический необструктивный 
бронхит; ХСН – хроническая сердечная недостаточность; ДН – дыхательная недостаточность; ХЦИ – 
хроническая церебральная ишемия; ХПН – хроническая почечная недостаточность. 

Note. Joint functional disability (JFD); systemic arterial hypertension (SAH); cardiovascular disease (CVD); coronary heart disease 
(CHD); chronic heart failure (CHF); chronic renal failure (CRF); chronic cerebral ischemia (CCI); chronic non-obstructive bronchitis 
(CNOB). 
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свидетельствовали об отсутствии симптомов, 
0 баллов – об их резкой выраженности. Получен-
ные данные суммированы в таблице 2.

Видно, что исходно пациенты с ДОА харак-
теризовались наличием выраженного болевого 
синдрома (Me 7 по ВАШ), а также значительным 
снижением функций коленных суставов, вовле-
ченных в патологический процесс, что вызывало 
существенные затруднения в выполнении по-
вседневной деятельности и приводило к сниже-
нию качества жизни пациентов, связанного с по-
раженным суставом. 

Данные физикального обследования и анке-
тирования дополнялись ультразвуковым иссле-
дованием коленных суставов, которое позволя-
ло оценить состояние мягких тканей (наличие 
или отсутствие отека), гиалинового хряща (тол-
щина, равномерность толщины, структура, по-
верхность), изменения синовиальной оболочки 
(утолщение, наличие разрастаний), состояние 
суставных сумок, заворотов и суставной полости 
(наличие выпота), суставные поверхности (появ-
ление краевых костных остеофитов). Как видно 
из данных таблицы 3, пациенты с ДОА характе-
ризовались выраженным снижением толщины 
гиалинового хряща (в норме 3-4 мм), очаговым 
утолщением синовиальной оболочки (от 1,3 
до 3,2 мм) и наличием множественных остеофи-
тов. Кроме того, регистрировалась значительная 
деформация суставных поверхностей и наличие 
выпота в незначительном количестве в суставной 
полости либо в суставных сумках и заворотах.

Оценка безопасности клеток СВФ
Пациентам с ДОА было выполнено одно-

кратное внутрисуставное введение аутологич-
ных клеток СВФ в средней дозе 16,8±0,9 × 106 
(Ме 16,4 × 106; IQR 13-20 × 106/сустав) в 3 мл 
физиологического раствора в один (у одного па-
циента) или оба (у 5 из 6 пациентов) пораженных 
сустава. Введение клеток не вызывало развития 
каких-либо серьезных нежелательных явлений, 
включая аллергические, токсические или воспа-
лительные реакции. Практически все пациенты 
отмечали чувство дискомфорта в области колен-
ных суставов через 6-7 часов после введения кле-
ток. В 30% случаев наблюдалось повышение тем-
пературы до субфебрильных цифр (37,2-37,6 °C). 
Эти явления проходили самостоятельно в течение 
первых суток или купировались нестероидными 
противовоспалительными препаратами. Оценка 
параметров общего и биохимического анализов 
крови также не выявила различий с исходными 
показателями (данные не представлены).

Клиническая эффективность клеток СВФ
Все пациенты, включенные в исследование, 

были обследованы через 1, 3 и 6 мес. после введе-
ния СВФ. Однократное внутрисуставное введе-
ние клеток СВФ сопровождалось постепенным 
снижением болевого синдрома, оцениваемо-
го по шкалам ВАШ и KOOS (подшкала «Боль») 
(рис. 1). При этом 5 из 6 пациентов отметили 
уменьшение болевых ощущений уже через 1 мес. 
после введения клеток (p < 0,05 по KOOS), кото-

ТАБЛИЦА 2. ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ ПО ШКАЛАМ ВАШ И KOOS
TABLE 2. INDIVIDUAL VALUES OF VAS AND KOOS SCORES

№ ВАШ
VAS

KOOS*

Симптомы
Symptoms

Боль
Pain

Повседневная 
активность
Activities of 
daily living

Спорт и отдых
Sport and 
recreation

Качество 
жизни

Quality of life

1 3 43 56 77 35 19
2 6 46 42 47 15 13
3 5 43 39 54 25 19
4 6 61 61 66 10 19
5 8 71 53 53 50 31
6 8 43 53 56 35 19

n = 6 6±0,77
(6; 5-8)

51±4,9
(45; 43-61)

50±3,5
(53; 42-56)

59±4,3
(55; 53-66)

28±4,9
(30; 15-35)

20±2,5
(19; 12-25)

Примечание. * – данные представлены в виде нормализованных значений, рассчитанных как процент 
от максимально возможного балла по соответствующей подшкале KOOS: индивидуальные значения, M±SEM, 
медиана и интерквартильный диапазон (в скобках).

Note. *, the data are presented as normalized values, calculated as a percentage of the maximum possible score for each KOOS 
subscale: individual values, M±SEM, median and interquartile range (in brackets). 
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Рисунок 1. Динамика показателей по шкале KOOS и ВАШ при наблюдении до 6 мес. после введения клеток СВФ
Примечание. Данные представлены в виде медианных значений для каждой из подшкал KOOS («Симптомы заболевания», 
«Боль», «Повседневная активность», «Спорт и отдых», «Качество жизни») и в виде средних значений со стандартной ошибкой 
для ВАШ. p – достоверность различий по сравнению с исходными значениями (U-критерий Манна–Уитни).
Figure 1. The changes in KOOS and VAS scores from baseline to 6 months
Note. Data are presented as median values for each of the subscales KOOS (“Symptoms”, “Pain”, “Activities of daily living”, “Sport and recreation”, 
“Quality of life”) and as mean and standard error for the VAS. * p, significance of changes compared to baseline values (Mann–Whitney U-test).
рое сохранялось до 6 мес. наблюдения. По ВАШ 
выраженность болевого синдрома постепенно 
снижалась в течение всего периода наблюде-
ния, достигая двукратного уменьшения к 6 мес. 
(p < 0,05). Анкетирование пациентов по шка-
ле KOOS продемонстрировало также снижение 
выраженности основных симптомов заболева-
ния (в 1,8 раза, p < 0,05), уменьшение затрудне-
ний в выполнении повседневной деятельности 
(в 1,4 раза, p < 0,05), повышение возможности 
занятий спортом (в 1,7 раза) и улучшение каче-
ства жизни, связанного с пораженным суставом 
(в 2,9 раза, p < 0,05). При этом клиническое улуч-
шение сопровождалось положительной динами-
кой по данным УЗИ суставов. Действительно, 
через 3 мес. после введения клеток СВФ у 5 из 6 
пациентов регистрировалось увеличение толщи-
ны гиалинового хряща в пораженных суставах 
(Ме с 1,0 мм до 1,5 мм, р = 0,09). 

Обсуждение
Ядросодержащие клетки СВФ, выделенные 

из жировой ткани, находят все более широкое ис-
пользование в клинической практике. Терапев-
тический потенциал клеток СВФ связывают, пре-
жде всего, с высоким содержанием стволовых/
стромальных клеток, в частности МСК, которые 
обладают выраженным трофическим действием 
благодаря секреции широкого спектра ростовых 
факторов, цитокинов и хемокинов, необходимых 
для репарации. Значительная часть клинических 

исследований основана на использовании куль-
тивированных in vitro МСК жировой ткани [11], 
однако нативная СВФ – как «терапевтическое 
средство», а не как источник для получения 
МСК – имеет ряд преимуществ. Одним из основ-
ных преимуществ СВФ по сравнению с «чисты-
ми» популяциями стволовых/стромальных кле-
ток, полученных в результате культивирования 
in vitro, является гетерогенность этой фракции. 
Действительно, наряду с МСК, в образцах СВФ 
присутствуют различные типы клеток, оказы-
вающих стимулирующий эффект на процессы 
регенерации и реваскуляризации и обладающих 
противовоспалительными и иммуномодулирую-
щими свойствами (преадипоциты, предшествен-
ники эндотелиальных клеток, макрофаги второго 
типа и Т-регуляторные клетки) [4, 14, 27]. Со-
гласно критериям, разработанным International 
Federation for Adipose Therapeutics and Science 
(IFATS) и International Society for Cellular Therapy 
(ISCT), клетки СВФ должны иметь жизнеспо-
собность не ниже 70% и экспрессировать следу-
ющий иммунофенотип: CD13+, CD29+, CD44+, 
CD73+, CD90+ (> 40%), CD34+ (> 20%), CD31+ 
(< 20%) и CD45+ (< 50%) [4].

В нашем исследовании липоаспираты были 
получены у всех пациентов из однотипного 
анатомического региона (передняя брюшная 
стенка), клетки СВФ выделяли стандартно с по-
мощью коллагеназы I типа, при этом итоговая 
популяция ядросодержащих клеток СВФ по сво-
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им характеристикам соответствовала общепри-
нятым критериям: высокая жизнеспособность 
наряду с высоким содержанием предшествен-
ников МСК и вариабельной экспрессией CD34 
(данные не представлены). 

Следует отметить, что именно в лечении па-
циентов с дегенеративными заболеваниями су-
ставов терапевтическая «ценность» клеток жи-
ровой ткани выше по сравнению, например, 
с костным мозгом, поскольку МСК жировой тка-
ни отличаются от костномозговых МСК более 
высоким хондрогенным потенциалом [24]. При 
этом безопасность и хорошая переносимость 
продемонстрированы для разных путей введе-
ния, включая системный [26, 28] и локальный 
(внутрисуставной) [7, 12]. Тем не менее у паци-
ентов с ДОА внутрисуставное введение является 
предпочтительным – не только в силу «адресной» 
доставки клеток, но и вследствие способности 
синовиальной жидкости пациентов при контакте 
с МСК усиливать хондрогенный потенциал по-
следних [24]. 

Особенностью нашего исследования можно 
считать рекрутирование пациентов с длительно 
текущим ДОА, преимущественно III рентгено-
логической стадии; при этом мы не исключали 
из исследования пациентов с высоким индексом 
массы тела (> 30), как это делается рядом авто-
ров. Близким нам по исполнению является сооб-
щение Correa и соавт., представляющее описание 

клинического случая, в котором характер изме-
нений и их динамика схожи с полученными нами 
результатами [7]. В клиническом исследовании 
Jo и соавт. сообщается об отсутствии побочных 
реакций и значительном улучшении по шкале 
WOMAC через 6 мес. после введения 1×108 клеток 
у 18 пациентов с ДОА [16]. Pak и соавт. продемон-
стрировали значительное клиническое улучше-
ние у нескольких пациентов через 2 года после 
введения клеток по сравнению с данными на 12 
мес. [25]. 

С целью усиления эффектов СВФ некоторые 
авторы дополняют клетки СВФ различными 
факторами. Например, Bui и соавт для лечения 
21 пациента с ДОА II-III использовали клетки 
СВФ в комбинации с аутологичной плазмой, 
обогащенной тромбоцитами (platelet-rich plasma, 
PRP) [6]. Авторы сообщили о двух основных по-
зитивных эффектах – снижении боли через 3-6 
мес. и стимуляции роста хряща. При этом оба 
эти эффекта приписываются PRP, поскольку, 
во-первых, PRP подавляет NF-κB каскад, акти-
вированный в хондроцитах пациентов с ДОА [33] 
и, во-вторых, PRP подавляет продукцию VEGF 
стромальными/стволовыми клетками жировой 
ткани, который является игибитором роста хря-
щевой ткани [20], тем самым облегчается прохон-
дрогенное действие стволовых клеток жировой 
ткани. Важно отметить, что в нашем исследова-
нии купирование болевого синдрома достигалось 

ТАБЛИЦА 3. УЗИ КОЛЕННЫХ СУСТАВОВ У ПАЦИЕНТОВ ДОА 
TABLE 3. ULTRASOUND EXAMINATION OF KNEES IN OA PATIENTS

№

Гиалиновый хрящ
Hyaline cartilage Синовиальная 

оболочка, мм
Synovium, mm

Остеофиты, мм
Osteophytes, mmТолщина, мм

Thickness, mm
Плотность

Density

1 1,2/1,4
1.2/1.4

Плотный/плотный*
Dense/dense

3,2/1,9
3.2/1.9

До 1/нет
Up to 1/no

2 1,0/1,0
1.0/1.0

Плотный/плотный
Dense/dense

1,5/1,7
1.5/1.7

До 2,6/до 3 
Up to 2.6/up to 3 

3 1,2/1,2
1.2/1.2

Плотный/плотный
Dense/dense

1,5/1,3
1.5/1.3

До 5,5/до 4,5 
Up to 5.5/up to 4.5 

4 1,0/1,0
1.0/1.0

Плотный/плотный
Dense/dense

1,6/2,0
1.6/2.0

До 4/до 2,7 
Up to 4/up to 2.7 

5 1,0/1,0
1.0/1.0

Не изменен/не изменен
Not changed/ Not changed

1,9/2,0
1.9/2.0

До 6/до 2,7 
Up to 6/up to 2.7 

6 1,0/1,0
1.0/1.0

Плотный/плотный
Dense/dense

1,9/2,2
1.9/2.2

До 5,5/до 6 
Up to 5.5/up to 6 

Примечание. * – правый/левый сустав.

Note. *, right/left joint.
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трансплантацией клеток СВФ без использования 
PRP, и статистически значимые изменения при 
этом регистрировались уже через 1 мес. после 
введения клеток. 

В литературе имеются также данные много-
центрового нерандомизированного клиническо-
го исследования, в которое были рекрутирова-
ны 1128 пациентов с ОА крупных суставов [21]. 
Согласно представленным данным, лечение ОА 
с использованием аутологичной СВФ жировой 
ткани приводило к значительному клиническому 
улучшению у подавляющего числа больных. Бо-
лее того, при длительном – до 4,5 лет – наблюде-
нии за пациентами ни в одном из случаев не были 
зарегистрированы такие тяжелые нежелательные 
последствия или побочные эффекты, связанные 
с лечением, как инфекционные осложнения, он-
кологические или аутоиммунные заболевания. 

Интересно, что терапевтический эффект кле-
ток СВФ не ограничивается позитивными изме-
нениями в таргетном органе, но является более 
широким. Так, в исследовании Bright было обна-
ружено, что внутривенное введение СВФ паци-
ентам с ДОА сопровождалось неожиданным сни-
жением частоты и интенсивности мигренозных 
приступов [5]. Авторы предполагают, что этот 

эффект связан с противовоспалительной и им-
муномодулирующей активностью МСК и М2-
макрофагов.

Результаты проведенного нами пилотного 
исследования свидетельствуют о безопасности 
и хорошей переносимости внутрисуставного вве-
дения аутологичных клеток СВФ жировой ткани 
у пациентов с ДОА коленных суставов. Данный 
подход можно рассматривать как один из мето-
дов, предупреждающих дальнейшую прогрес-
сию заболевания, а в случае тяжелых поврежде-
ний подобная терапия может помочь уменьшить 
боль и другие проявления артрита и облегчить 
тем самым пациенту период до имплантации ис-
кусственного сустава. Однако для проверки этих 
предположений необходимы дальнейшие иссле-
дования, предусматривающие проведение кон-
тролируемых, рандомизированных клинических 
испытаний с продолжительным проспективным 
наблюдением. Кроме того, с целью доказатель-
ства прямого противоспалительного эффек-
та клеток СВФ в дальнейшем предполагается  
изучить биомаркеры воспалительного процесса 
как на локальном (в синовиальной жидкости), 
так и на системном уровне (в сыворотке крови 
пациентов с ДОА).
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ОСОБЕННОСТИ IgE-ПОЛИКЛОНАЛЬНОГО ОТВЕТА ПРИ 
НАРУШЕНИЯХ УГЛЕВОДНОГО ОБМЕНА В ЗАВИСИМОСТИ 
ОТ АНТИГЕНОВ ГРУППЫ КРОВИ
Телесманич Н.Р., Коновальчик М.А., Микашинович З.И., 
Криволапова Э.Г.
ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. Исследованы показатели IgE-опосредованной иммунологической реакции людей с нару-
шениями углеводного обмена и при диабете, имеющих разные группы крови 0(I), А(II), В(III) (n = 93). 
Определены: общий IgE; уровень глюкозы и процент гликозилированного гемоглобина (HbA1c) в сы-
воротке крови; группы крови (в системе АВ0). Анализ этих параметров в 0(I) и А(II), В(III) группах 
крови продемонстрировал разную реактогенность в зависимости от степени нарушения углеводного 
обмена и группоспецифичности антигенных детерминант гликопротеинов крови. Наблюдалась силь-
ная прямая корреляционная зависимость (r = 0,8) антигенов 0(I) группы крови и заболеваемости са-
харного диабета 2 типа. Наибольшая степень корреляции прослеживалась между группой крови A(II) 
и возникновением диабета 1 типа (r = 1,0). Наименьший процент СД и наименьшая корреляционная 
зависимость (r = 0,67) наблюдались у пациентов, имеющих В(III) группу крови. При выраженном 
нарушении углеводного обмена представители 0(I) и А(II) групп крови имели показатели общего IgE 
43,61±15,12 кМЕ/л и 86,2±42,61 кМЕ/л соответственно, что в среднем в 4 раза ниже, чем предста-
вители В(III) группы крови, у которых общий IgE при диабете 2 типа увеличивался в 2 раза верхней 
границы нормы и составлял 209,65±52,5 кМЕ/л.
Ключевые слова: иммуноглобулин Е, группы крови (АВ0), сахарный диабет, нарушения углеводного обмена, 
иммунологические маркеры, антитела

BLOOD GROUP ANTIGEN-DEPENDENT FEATURES 
OF POLYCLONAL IgE-RESPONSE IN CARBOHYDRATE 
METABOLIC DISORDERS
Telesmanich N.R., Konovalchik M.A., Mikashinovich Z.I., 
Krivolapova E.G.
Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. Laboratory parameters of IgE-mediated immunological reaction (total IgE) were studied. Subjects 
with impaired carbohydrate metabolism and persons with diabetes mellitus were classified for blood groups 
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0(I), A(II), B(III) (n = 93). We determined total IgE, glucose levels and percentage of glycosylated hemoglobin 
(HbA1c) in blood serum; as well ABO blood groups. Comparison of these parameters in patient cohorts with 
0(I) and A(II), B(III) blood groups showed different reactogenicity, depending on the degree of carbohydrate 
metabolism disturbance and ABO group specificity of antigenic determinants of blood glycoproteins. There 
was a strong direct correlation (r = 0.8) between blood group 0(I) antigens, and incidence of type 2 diabetes 
mellitus (DM). The highest correlation degree was observed between the blood group A(II) and type 1 diabetes 
onset of (r = 1.0). The smallest percentage of DM and the smallest correlation (r = 0.67) were observed in 
patients, B(III) blood group is located. In cases of sufficiently altered carbohydrate metabolism, the blood 
group 0(I) and A(II) carriers had total IgE of 43.61±15.12 kIU/L, and 86.2±42.61 kIU/L, respectively, thus 
being, on average, 4-times lower than in B(III) blood group in whom total IgE in type 2 diabetes was 2-fold 
higher than normal values, being 209.65±52.5 kIU/L.

Keywords: blood group (AB0), diabetes, disorders of carbohydrate metabolism, immunologic markers, antibodies

Введение 
Вопрос о роли реагинов, в частности общего 

IgE, в патогенезе разных форм нарушений угле-
водного обмена остается практически открытым. 
В настоящее время известно, что низкоафин-
ный рецептор IgE CD23, или Fc-эпсилон-RII, 
является гликопротеиновым, лектиновым ре-
цептором типа С, содержит домен, характер-
ный для Ca-зависимых углеводсвязывающих 
белков, а также содержит 1 потенциальный сайт 
N-гликозилирования [6]. Анализ уже известного 
биохимического строения этого рецептора по-
зволяет с высокой степенью вероятности предпо-
ложить его метаболическое участие в углеводном 
обмене. Экспрессия рецепторов для IgE на клет-
ках островков Лангерганса, в частности FCeRI; 
CD14; FCeRII (CD23), и участие этих рецепторов 
в созревании клеток островков Лангерганса [6, 
13] свидетельствуют, что они могут быть опосре-
дованными маркерами нарушений углеводного 
обмена разной степени тяжести и отражают роль 
IgE в формировании полноценности клеток, от-
вечающих за продукцию инсулина. Последнее 
делает актуальным исследования в подтвержде-
ние данной гипотезы. 

Единичными работами показано, что люди 
с группой крови 0(I) намного устойчивее к стрес-
су, чем A(II)-люди, однако, если последние попа-
дают в травмирующую ситуацию, то выход из нее 
и восстановление организма обычно занимает 
больше времени, чем у обладателей других групп 
крови [4, 8]. Подмечено, что для обладателей 
группы крови A(II) характерно наибольшее со-
держание инсулина и кортизола в сыворотке кро-
ви, а метаболический профиль лиц с AB(IV) груп-
пой крови может характеризоваться наибольшим 
содержанием глюкозы в крови.

В последние годы показана роль провоспа-
лительных цитокинов в патогенезе инсулин-
зависимого диабета и их участие в развитии ин-
сулинрезистентности при инсулиннезависимом 
диабете. К иммунологическим маркерам СД от-
носят: антитела к островковым клеткам; антитела 
к инсулину и проинсулину, антитела к глутамат-
декарбоксилазе. Однако сведения о значимости 
иммунологических маркеров сахарного диабета 
противоречивы и их патогенетическая роль тре-
бует уточнения [1]. Уже известно, что особен-
ности обмена веществ могут влиять на интен-
сивность и спектр цитокинов [9]. Показано, что 
СД 1 и 2 типов сопровождается развитием суб-
клинического воспаления, ассоциированного 
с увеличением продукции ряда провоспалитель-
ных медиаторов. Однако до настоящего времени 
не установлены точные механизмы и особенно-
сти развития цитокинового дисбаланса у пациен-
тов с СД 2 [2].

Цель – анализ уровня общего IgE у людей 
с различными типами нарушений углеводного 
обмена, имеющих разные группы крови (АВ0).

Материалы и методы 
Исследования проводили с ноября 2015 по ок-

тябрь 2016 г. Всего было обследовано 102 челове-
ка разных возрастов от 19 лет до 90 лет.

У всех обследованных определяли группу кро-
ви (АВ0), уровень глюкозы, гликозилированного 
гемоглобина, общего IgE. 

Из 102 обследованных только у 9 человек 
определилась АВ(IV) группа крови, поэтому 
для анализа были взяты 0(I), А(II), В(III) группы 
крови, в которых определялась достаточная ста-
тистическая выборка: 0(I) группа – 32 человека, 
А(II) – 27 человек, В(III) – 34, всего 93 человека. 
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Из них с нарушениями углеводного обмена 82, 
которые были разделены на 4 подгруппы.

Подгруппа № 0 – контрольная группа; под-
группа № 1 – с показателями глюкозы и про-
цента гликозилированного гемоглобина (HbA1c) 
по нижней границе нормы и ниже нормы (глюко-
за 2,2-4,1 ммоль/л; HbA1c – 3,7-5,0%); подгруппа 
№ 2 – показатели глюкозы и гликозилирован-
ного Hb по верхней границе нормы и тенденции 
к превышению нормы (глюкоза 6,2-7,8 ммоль/л; 
HbA1c 5,9-6,9%); подгруппа № 3 – выраженное 
нарушение толерантности к глюкозе (глюкоза 
8,0-20,3 ммоль/л; HbA1c 6,7-13,6%).

Для определения групп крови человека систе-
мы АВ0 использовали моноклональные антитела 
класса IgM мышиных гибридом анти-А, анти-В, 
анти-АВ в реакции прямой гемагглютинации 
на плоскости «Эритротесттм – цоликлоны» (про-
изводство ООО «Гематолог», Москва).

Общий IgE в сыворотке крови определяли ме-
тодом «сэндвич-вариант» одностадийного твер-
дофазного ИФА «ДС-ИФА-IgE общий» (НПО 
«Диагностические системы», г. Нижний Новго-
род).

Концентрацию глюкозы в сыворотке крови 
определяли энзиматическим колориметриче-
ским методом, использовали набор реагентов 
(производитель ООО «Ольвекс Диагностикум», 
Санкт-Петербург). 

Процентное содержание гликогемоглобина 
(HbA1c) в крови определяли с помощью аффин-
ной хроматографии в микроколонке («Гликоге-
мотест», Москва). 

Статистическую обработку результатов прово-
дили при помощи программного пакета Statistica 
версии 6,0 (StatSoft Inc., Tulsa, США). Коэффици-
ент парной корреляции (r) рассчитывали в про-
грамме Exceltip – степень взаимосвязи – в диа-
пазоне 0-1 (сильная отрицательная связь) до +1 
(сильная положительная связь). При r = 0 между 
переменными x и y – у показателей нет связи.

Результаты и обсуждение
В исследовании участвовали 93 человека 

с 0(I), А(II), В(III) группами крови. 
0(I) группа крови составила 32 человека. На-

рушение углеводного обмена наблюдалось у 21 
человека (глюкоза выше нормы) – подгруппа 
№ 2, n = 11; подгруппа № 3, n = 10 – 63% и 4 че-
ловека (глюкоза ниже нормы) – 12,5% (подгруп-
па № 1; n = 4). С диагнозом «сахарный диабет 2» 
(СД  2) – 12 человек (47%) в возрасте от 48 до 79 

лет; сахарный диабет 1 (СД 1) в возрасте 19-34 
лет – 3 человека (9%).

А(II) группа крови составила 27 человек. Нару-
шение углеводного обмена – 16 человек (глюкоза 
выше нормы), подгруппа № 2, n = 9; подгруппа 
№ 3, n = 7 – 59% и 5 человек (глюкоза ниже нор-
мы) – 18,5% (подгруппа № 1, n = 5); СД 2 типа – 
11 человек в возрасте 45-78 лет – 41%; СД 1 типа 
в возрасте 26-27 лет – 2 человека (7%).

В(III) группа крови составила 34 человека, 
из них 19 с нарушениями углеводного обмена 
(глюкоза выше нормы) подгруппа № 2, n = 9; 
подгруппа № 3, n = 10 – 53%, 2 человека (глюкоза 
ниже нормы) – 5,8% (подгруппа № 1, n = 2); СД 2 
типа – 10 человек в возрасте 24-74 лет – 29%; СД 
1 типа 0%.

Результаты корреляционного анализа показа-
ли наличие сильной прямой взаимосвязи между 
0(I) группой крови и риском развития диабета 
2 типа (r = 0,8) и А(II) группой крови и риском 
заболевания СД 1 (r = 1,0). Антигены В(III) груп-
пы крови имели наименьший коэффициент кор-
реляции (r = 0,67) с риском возникновения СД 2 
и отсутствие пациентов с СД 1.

Соотношение показателей гликозилирован-
ного гемоглобина и общего IgE совпадало с со-
отношением показателей глюкозы и общего IgE 
у всех групп крови.

Средние значения общего IgE у 0(I) и А(II) 
группы крови были соотносимы и существен-
но отличались от общего IgE у В(III) группы 
(табл. 1, 2, 3). Так, максимальный всплеск об-
щего IgE у 0(I) и А(II) групп крови наблюдал-
ся в подгруппе № 2 (среднее значение глюко-
зы 6,88±0,15) (табл. 1, 2). Общий IgE составлял 
261,88±86,8 кМЕ/л для 0(I) группы крови, а для 
А(II) – 209,19±103,57 кМЕ/л. Несмотря на то, что 
0(I) и А(II) группы крови «вели себя» очень похо-
же, реактогенность 0(I) группы крови в индукции 
общего IgE была сильнее по среднему показателю, 
чем А(II). Соответственно – 261,88±86,8 кМЕ/л 
для 0(I) и 209,19±103,57 кМЕ/л для А(II). У В(III) 
группы крови (среднее значение глюкозы 
6,5±0,09 ммоль/л) в подгруппе № 2 общий IgE 
был равен 131,4±46,6 кМЕ/л, что в два раза ниже, 
чем у 0(I) и А(II) групп крови.

У подгруппы № 3 с нарушением толерант-
ности к глюкозе у 0(I) группы крови (сред-
нее значение 11,49±1,28 ммоль/л) и А(II) 
(11,21±0,96 ммоль/л), показатели общего IgE рез-
ко падали: у 0(I) до 43,61±15,12 кМЕ/л (табл. 1), 
а у А(II) до 86,2±42,61 кМЕ/л (табл. 2), в отличие 
от B(III) группы крови, где IgE общий в подгруп-
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пе № 3 составлял 209,65±52,5 кМЕ/л (табл. 3), 
что в 2,4 и 4,8 раз выше, чем у 0(I) и А(II) групп 
крови соответственно.

Закономерность, выявленная в В(III) группе 
крови (подгруппе № 2), существенно отличалась 
от первых двух. При среднем значении глюко-
зы 6,5±0,09 ммоль/л, гликозилированном гемо-
глобине 6,2±0,07%, общий IgE был значительно 
ниже – 131,4±46,6 кМЕ/л, чем у первых двух групп 
крови (табл. 3). По сравнению с 0(I) – ниже в 2 
раза, с А(II) – в 1,5. Однако при выраженном по-
вышении уровня глюкозы до 10,11±0,92 ммоль/л, 
(подгруппа № 3) общий IgE превышал верхнюю 
границу нормы в 2 раза (209,65±52,2 кМЕ/л). 
Следует отметить, что тенденция к повышению 
общего IgE начиналась у B(III) группы крови уже 
с низких значений глюкозы (2,7±0,5 ммоль/л) 
и составляла нижнюю границу нормы общего IgE 
103,2±64,1 кМЕ/л. Таким образом, у В(III) группы 
крови повышение уровня глюкозы соотносилось 
с повышением IgE (среднее значение глюкозы 
2,7±0,5 ммоль/л – общий IgE 103,2±64,1 кМЕ/л; 
среднее значение глюкозы 6,5±0,09 ммоль/л – 

общий IgE 131,4±46,6 кМЕ/л; среднее значе-
ние глюкозы 10,11±0,92 ммоль/л – общий IgE 
209,65±52,2 кМЕ/л) соответственно.

Вместе с тем у 0(I) и А(II) группы крови – 
при «низкой» глюкозе (подгруппа № 1), общий 
IgE падал в 3 раза ниже верхней границы нор-
мы (25-100 кМЕ/л), так же как и при диабете 2 
типа (подгруппа № 3). При глюкозе, равной 
11,49±1,28 ммоль/л (подгруппа № 3), у людей 
с 0(I) группой крови уровень IgE падал в 2 раза 
ниже верхней границы нормы (43,61±15,12 
кМЕ/л), что ниже в 4 раза, чем у людей с В(III) 
группой крови в подгруппе № 3, а у группы крови 
А(II) в этой же подгруппе содержание IgE состав-
ляло 86,2±42,61 кМЕ/л, что ниже в 2 раза, чем 
у диабетиков B(III) группы крови.

Олигосахаридные компоненты гликопротеи-
нов мембран клеток выполняют роль информа-
ционных структур или антигенных детерминант, 
обеспечивающих передачу сигнала в клетку при 
помощи рецепторов-лектинов. Так, группо-
вая специфичность крови определяется соста-
вом антигенных детерминант, сосредоточенных 

ТАБЛИЦА 1. ЗНАЧЕНИЯ ОБЩЕГО IgE И ГЛИКОЗИЛИРОВАННОГО ГЕМОГЛОБИНА (HbA1c) У ЛЮДЕЙ 0(I) ГРУППЫ 
КРОВИ С РАЗНЫМ УРОВНЕМ ГЛЮКОЗЫ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ (X±m)
TABLE 1. VALUES OF TOTAL IgE AND GLYCOSYLATED HEMOGLOBIN (HbA1c) IN HUMANS WITH 0(I) BLOOD GROUPS WITH 
DIFFERENT LEVELS OF SERUM GLUCOSE (X±m)

Показатель
Index

Контрольная 
группа
(n = 7)

глюкоза  
(4,3-6,0 ммоль/л)

Control group
(n = 7)
glucose  

(4.3-6.0 mmol/l)
HbA1c (4,9-5,7%)

Подгруппа 1 
(n = 4)

глюкоза  
(3,0-4,1 ммоль/л)

Subgroup 1
(n = 4)
glucose  

(3.0-4.1 mmol/l)
HbA1c (4,2-5,0%)

Подгруппа 2 
(n = 11)
глюкоза  

(6,2-7,6 ммоль/л)
Subgroup 2

(n = 11)
glucose  

(6.2-7.6 mmol/l)
HbA1c (5,9-6,8%)

Подгруппа 3
(n = 10)
глюкоза  

(8,0-20,3 ммоль/л)
Subgroup 3

(n = 10)
glucose  

(8.0-20.3 mmol/l)
HbA1c (6,8-13,6%)

Глюкоза 
(4,2-6,1 ммоль/л)
Glucose 
(4.2-6.1 mmol/l)

5,07±0,20 3,8±0,27
p < 0,05

6,88±0,15
p < 0,05

11,49±1,28
p < 0,05

HbA1c 
(4.0-6.2%) 5,29±0,09 4,7±0,18

р < 0,05
6,43±0,08
р < 0,05

8,8±0,7
р < 0,05

Общий IgE 
(25-100 кМЕ/л)
Total IgE 
(25-100 kIU/L)

102,4±45,98 38,78±15,92
p > 0,05

261,88±86,8
р < 0,05

43,61±15,12
р > 0,05

Примечание. p – достоверно относительно контрольной группы. 
Подгруппа № 0 – контрольная группа; № 1 – нижняя граница нормы, ниже нормы; № 2 – верхняя граница 
нормы и тенденция к превышению нормы; № 3 – выраженное нарушение толерантности к глюкозе.

Note. p, significant difference from control group.  
Subgroup № 0, control group; № 1, the lower limit of normal, below normal; № 2, upper limit of normal, and a tendency for 
exceeding normal levels; № 3, marked glucose intolerance.
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на внешней поверхности мембран эритроцитов, 
что свидетельствует о важной информационной 
роли углеводов в обеспечении иммунитета орга-
низма [4, 5]. 

Известно, что 0(I) группа крови имеет на своей 
поверхности простейший набор углеводов, пред-
ставленных только фукозой, поэтому первоот-
крыватели ее назвали «нулевой» 0(I), имея в виду 
отсутствие дополняющих антигенов [4, 8]. Груп-
па крови А(II) представлена углеводными детер-
минантами фукозы и N-ацетилгалактозамина; 
В(III) – фукозы и D-галактозы; АВ(IV) – фукозы 
N-ацетилгалактозамина и D-галактозы. Можно 
предположить, что фукоза и экранируемость ее 
N-ацетилгалактозамином обусловливает фор-
мирование толерантных к глюкозе и инсулину 
состояний и не обеспечивает чувствительность 
клеток к инсулину. Не экранируемая D-галактоза 
на поверхности клеток В(III) может гидроли-
зоваться 3 ферментами в организме человека: 
галактокиназой, галактозо-1-фосфатом уредил-
трансферазой и УДФ-галактозо-4-эпимеразой, 
легко превращаясь в глюкозу [4].

Судя по полученным результатам, нарушения 
углеводного обмена и возникновение диабета 2 
типа наиболее выражены у людей с 0(I) группой 

крови (r = 0,8), в которой 47% людей имели са-
харный диабет 2 типа, а 9% составила группа с са-
харным диабетом 1 типа (r = 0,6). Второе место 
по степени нарушений углеводного обмена заня-
ла А(II) группа крови – 41% СД 2 типа (r = 0,7), 
7% – СД 1 типа (r = 1,0). Интересным является 
тот факт, что для выявления антител к антигенам 
островков Лангерганса используют ткань подже-
лудочной железы именно 0(I) донора [6, 7], что 
косвенно подтверждает результаты наших ис-
следований о наибольшей подверженности СД 
у индивидов этой группы. Наименьший риск 
для возникновения осложнений, связанных с на-
рушениями углеводного обмена, продемонстри-
ровала В(III) группа крови, СД 2 типа 29% и 0% 
СД 1 типа. Подгруппа № 2 В(III) группы крови, 
имеющая повышенные значения уровня глюко-
зы (> 6,1 ммоль/л), характеризовалась более низ-
ким средним показателем уровня глюкозы и гли-
козилированного гемоглобина (6,5±0,09 ммоль/л 
и 6,2±0,07% соответственно). Рост уровня обще-
го IgE у людей с В(III) группой крови не носил 
характер «скачков» в ответ на изменение глюко-
зы, демонстрируя планомерное повышение уров-
ня IgE. Очевидно, что комплекс реагинов в виде 

ТАБЛИЦА 2. ЗНАЧЕНИЯ ОБЩЕГО IgE И ГЛИКОЗИЛИРОВАННОГО ГЕМОГЛОБИНА У ЛЮДЕЙ A(II) ГРУППЫ КРОВИ 
С РАЗНЫМ УРОВНЕМ ГЛЮКОЗЫ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ (X±m)
TABLE 2. VALUES OF TOTAL IgE AND GLYCOSYLATED HEMOGLOBIN IGE IN HUMANS WITH A (II) BLOOD GROUPS 
SHOWING DIFFERENT LEVELS OF SERUM GLUCOSE (X±m)

Показатель
Index

Контрольная 
группа
(n = 6)

глюкоза  
(4,2-6,0 ммоль/л)

Control group
(n = 6)
glucose  

(4.2-6.0 mmol/l)
HbA1c (4,8-5,7%) 

Подгруппа 1 
(n = 5)

глюкоза  
(2,9-4,0 ммоль/л)

Subgroup 1  
(n = 5)
glucose  

(2.9-4.0 mmol/l)
HbA1c (4,2-4,8%)

Подгруппа 2
(n = 9)

глюкоза  
(6,2-7,8 ммоль/л)

Subgroup 2
(n = 9)
glucose  

(6.2-7.8 mmol/l)
HbA1c (5,9-6,9%)

Подгруппа 3
(n = 7)

глюкоза  
(8,2-16,0 ммоль/л)

Subgroup 3
(n = 7)
glucose  

(8.2-16.0 mmol/l)
HbA1c (7,0-11,3%)

Глюкоза 
(4,2-6,1 ммоль/л
Glucose 
(4.2-6.1 mmol/l)

4,9±0,28 3,42±0,18
p < 0,05

6,9±0,2
p < 0,05

11,21±0,96
p < 0,05

HbA1c 
(4.0-6.2%) 5,2±0,14 4,42±0,11

p > 0,05
6,4±0,13
p < 0,05

8,67±0,52
p < 0,05

Общий IgE 
(25-100 кМЕ/л)
Total IgE 
(25-100 kIU/L)

106,82±64,48 42,68±12,4
p < 0,05

209,19±103,57
p > 0,05

86,2±42,61
p > 0,05

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As in Table 1.
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ТАБЛИЦА 3. ЗНАЧЕНИЯ ОБЩЕГО IgE И ГЛИКОЗИЛИРОВАННОГО ГЕМОГЛОБИНА (HbA1c) У ЛЮДЕЙ B(III) ГРУППЫ 
КРОВИ С РАЗНЫМ УРОВНЕМ ГЛЮКОЗЫ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ (X±m)
TABLE 3. VALUES OF TOTAL IgE AND GLYCOSYLATED HEMOGLOBIN (HbA1c) IN HUMANS WITH B(III) BLOOD GROUPS AND 
DIFFERENT LEVELS OF SERUM GLUCOSE (X±m)

Показатель
Index

Контрольная  
группа
(n = 13)
глюкоза  

(4,2-6,1 ммоль/л)
Control group

(n = 13)
glucose  

(4.2-6.1 mmol/l)
HbA1c (4,8-5,9%)

Подгруппа 1 (n = 2)
глюкоза  

(2,2-3,2 ммоль/л)
Subgroup 1 

(n = 2)
glucose  

(2.2-3.2 mmol/l)
HbA1c (3,7-4,3%) 

Подгруппа 2 
(n = 9)

глюкоза  
(6,2-6,9 ммоль/л)

Subgroup 2
(n = 9)
glucose  

(6.2-6.9 mmol/l)
HbA1c (5,9-6,5%)

Подгруппа 3 
(n = 10)
глюкоза  

(7,4-17,5 ммоль/л)
Subgroup 3

(n = 10)
glucose  

(7.4-17.5 mmol/l)
HbA1 (6,7-12,0%)

Глюкоза 
(4,2-6,1 ммоль/л) 
Glucose
(4.2-6.1 mmol/l)

4,9±0,2 2,7±0,5
p < 0,05

6,5±0,09
p < 0,05

10,11±0,92
р < 0,05

HbA1c 
(4.0-6.2 %) 5,2±0,09 4,0±0,30

р < 0,05
6,2±0,07
р < 0,05

8,05±0,49
р < 0,05

Общий IgE 
(25-100 кМЕ/л)
Total IgE 
(25-100 kIU/L)

100,48±22,97 103,2±64.1
р > 0,05

131,4±46,6
р < 0,05

209,65±52,2
р < 0,05

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As in Table 1.

общего IgE играет адаптивную роль при возник-
новении нарушений углеводного обмена. 

Известно, что уровень сывороточного IgE 
является маркером генетически обусловленно-
го типа иммунной реактивности, который отра-
жает вероятный баланс Th1/Th2 [16]. Усиление 
поликлонального IgE-ответа считают маркером 
экспансии Th2 [10]. Переключающими на син-
тез IgE-цитокинами, влияющими на уровень 
общего IgE и на развитие Th2-клеток, явля-
ются IL- 4; IL- 13 [12]. Извеcтно, что в регуля-
ции синтеза IgE участвуют гормоны. Кортизол, 
инсулино подобный фактор роста I действуют 
как сигналы для переключения В-лимфоцитов 
на синтез IgE [11, 14]. По данным зарубежных 
исследователей [15], существует связь между 
IgE-опосредованной аллергизацией и сахарным 
диабетом 1 типа. Ряд авторов утверждают, что 
СД 1 характеризуется иммунологической реак-
цией, в которой доминируют Th1-клетки, в то 
время как IgE-опосредованная аллергия связана 
с Th2-клетками. Известно, что Th1-эффекторы 
CD4+ играют существенную роль в противови-
русном иммунитете. В соответствии с Th1/Th2-
гипотезой, иммунная система развивается либо 
через Th1-клетки, либо через Th2-клетки. Это бу-

дет означать, что развитие IgE-опосредованной 
аллергии будет понижать риск развития СД 1 [3].

Заключение
Анализ уровня общего IgE, уровня глюкозы 

и гликозилированного гемоглобина в 0(I), А(II), 
В(III) группах крови демонстрировал разную ре-
актогенность в зависимости от степени наруше-
ния углеводного обмена. Наблюдалась сильная 
прямая корреляционная зависимость (r = 0,8) 
от антигенов 0(I) группы крови и заболеваемо-
сти сахарного диабета 2 типа. Наибольшая сте-
пень корреляции прослеживалась между группой 
крови A(II) и возникновением диабета 1 типа 
(r = 1,0). Наименьший процент СД и наимень-
шая корреляционная зависимость (r = 0,67) на-
блюдались у пациентов, имеющих В(III) группу 
крови.

Подгруппа людей с нарушением углеводного 
обмена (глюкоза 6,2-7,8 ммоль/л; гликозили-
рованный гемоглобин 5,9-6,9 %), не имеющих 
диагноза «диабет» (подгруппа № 2), характери-
зовалась резким повышением общего IgE в 2 
раза выше верхней границы нормы у 0(I) и А(II). 
Однако при глюкозе 8,2-16,0 ммоль/л, гликози-
лированном гемоглобине 7,0-11,3% общий IgE 
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падал на 1,5-2 раза ниже верхней границы нормы 
(100 кМЕ/л), что ниже, чем у В(III) группы крови 
этой подгруппы, в 4 раза

Можно предположить, что всплеск общего 
IgE у людей с пограничным уровнем глюкозы 
(6,2-7,8 ммоль/л), гликозилированного гемо-
глобина (5,9-6,9%) в 0(I) и А(II) группах крови 
может являться предиктором возникновения са-
харного диабета у 0(I) и A(II) групп крови и от-
ражать состояние механизмов компенсации при 

нарушении толерантности к глюкозе, что демон-
стрируется у В(III) группы крови, которая наиме-
нее подвержена возникновению диабета и имеет 
высокие цифры уровня общего IgE при выражен-
ной толерантности к глюкозе.

Продолжает оставаться открытым вопрос: 
в каких случаях высокий уровень глюкозы и вы-
сокий уровень общего IgE являются антагониста-
ми и какое патогенетическое значение имеет это 
явление при нарушениях углеводного обмена.
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ОСОБЕННОСТИ ТРАНСФОРМАЦИИ ЭРИТРОЦИТОВ 
У ДЕТЕЙ, СТРАДАЮЩИХ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ
Супрун Е.Н.1, 2, Супрун С.В.1, 2, Гусева О.Е.1, 2, Лощенко М.А.1, 
Пивкина Т.В.1, Савицкая Е.А.1, Ануриев С.В.1, Осмолкина В.А.2, 
Брага С.С.2
1. Хабаровский филиал ФГБНУ «Дальневосточный научный центр физиологии и патологии дыхания» – 
Научно-исследовательский институт охраны материнства и детства, г. Хабаровск, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Дальневосточный государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Хабаровск, Россия

Резюме. В последние годы отмечен рост распространенности бронхиальной астмы, в связи с чем 
ее лечение остается актуальной проблемой в аллергологии. Наряду с врож денной атопией, значимую 
роль в формировании и развитии заболевания играет гиперреактивность бронхов, которая во многом 
связана с состоянием мембран эпи телия бронхов. Однако получение клеток бронхиального эпителия 
осуществляется путем бронхоскопии с биопсией, это инвазивная процедура, а гиперреактивность 
бронхов является относительным противопоказанием к ней. В то же время существует метод инте-
гральной оценки клеточных мем бран организма посредством анализа трансформации мембран эри-
троцитов, которые, не имея собственного метаболизма, являются показательной моделью состояния 
клеточных мембран организма в целом. Нами обследовано 52 человека в возрасте от 2 до 17 лет, из них 
20 детей с бронхиальной астмой и группа сравнения составила 32 здоровых ребенка, рандомизирован-
ных по возрасту и половому составу. Им проводилась оценка спонтанной трансформации эритроци-
тов, путем микроскопирования под световым микро скопом в нативном мазке взвеси цельной крови. 
Выявлена более частая встречаемость деструктивных форм эритроцитов у детей с бронхиальной аст-
мой (2,6%) в сравнении со здоровыми (0,8%) (р < 0,05), с преобладанием сфероцитов (0,55% и 0,1%), 
которых более чем в пять раз больше у детей с бронхиальной астмой (р < 0,05). Соответственно, пере-
ходные формы достоверно чаще (р < 0,05) встречаются в группе сравнения (39,9% против 34,12%). 
Для бронхиальной астмы характерен стоматоцитарный путь трансфор мации клеток. Интегральным 
критерием возможностей мембраны вернуться к норме яв ляется показатель компенсаторной транс-
формации (ПКТ) – соотношение пере ходных и деструктивных форм. В наших исследованиях пока-
зано снижение ПКТ у детей, страдающих бронхиальной астмой (р < 0,05), в сравнении с практически 
здоровыми (2,1 и 3,5 соответственно). Как объективный параметр, определяющий степень тя жести 
бронхиальной астмы, выбрана оценка функции внешнего дыхания. Показана достоверная сильная 
обратная кор реляционная связь (R = -0,82) между показателем ОФВ1 и количеством сфероидов (пе-
реходные формы), а также достоверная сильная прямая корреляционная связь (R = 0,76) между уров-
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нем ОФВ1 и ПКТ. Таким образом, у больных с бронхиальной астмой отмечаются нарушения транс-
формации эрит роцитов по сравнению со здоровыми детьми. Имеется прямая зависимость между 
степенью тяжести заболевания и выражен ностью изменений трансформации мембран эритроцитов.

Ключевые слова: бронхиальная астма, трансформация эритроцитов, дети, функция внешнего дыхания, 
гиперреактивность бронхов, контроль над бронхиальной астмой

FEATURES OF TRANSFORMATIONS OF RED BLOOD CELLS IN 
CHILDREN WITH BRONCHIAL ASTHMA
Suprun E.N.a, b, Suprun S.V.a, b, Guseva O.E.a, b, Loschenko M.A.a, 
Pivkina T.V.a, Savitskaya E.A.a, Anuriev S.V.a, Osmolkina V.A.b, 
Braga S.S.b
a Institute of Maternity and Childhood Protection, Khabarovsk Branch, Khabarovsk, Russian Federation  
b Far Eastern State Medical University, Khabarovsk, Russian Federation

Abstract. Increase prevalence of bronchial asthma (BA) is noted recently. That’s why its treatment remains 
an urgent problem in allergology. Along with congenital atopy, a significant role in formation and development 
of a disease is given to hyperreactivity of bronchial tubes which is connected with a alterations of their epithelial 
membranes. However, sampling of bronchial epithelium cells is carried out by means of bronchoscopy with a 
biopsy which is an invasive procedure. Therefore, bronchial hyperreactivity is a relative contraindication for 
this intervention. Meanwhile, there exists a non-invasive method of integrated cellular membrane assessment. 
Analysis of membrane transformation in erythrocytes which do not have their own metabolism may be an 
informative model of cellular membranes in the organism in general. We have examined 52 persons (2 to 17 
years old) including 20 children with bronchial asthma and the comparison group comprising 32 healthy age- 
and sex-matched children. Percentage of spontaneous red blood cells (RBC) transformation in the patients 
was carried out by means of light microscopy in whole blood smears made of native cell suspension. Children 
with bronchial asthma (2.6%) exhibited more frequent occurrence of destructive RBC forms than in healthy 
children (0.8%, р < 0.05), with predominance of stomatocytes (0.55% and 0,1%) which were >5-fold more 
common in children with bronchial asthma (р < 0.05). Respectively, transitional forms were significantly more 
often encountered in control group (39.9% against 34.12%), р < 0.05. Bronchial asthma is characterized by 
stomatocytic way of RBC transformation. 

An indicator of compensatory transformation (a ratio of transitional-to-destructive RBC forms) seems to 
represent an integrative criterion for membrane ability of reversal to normal state. Children suffering from 
bronchial asthma (р < 0.05) have decreased levels of this compensatory transformation indicator as compared 
to healthy children (2.1 and 3.5 respectively), as shown in our study. Evaluation of external respiratory function 
is chosen as the objective parameter defining severity of bronchial asthma. 

A strong reverse correlation (R = -0.82) is shown between FEV1 index and quantity of spheroids (transitional 
forms), as well as significant direct correlation (R = 0.76) between FEV1 and indicator of compensatory 
transformation level. Hence, we noted that the patients with bronchial asthma have disturbances of erythrocyte 
transformation, when compared to healthy children. There is a direct dependence between severity of a disease 
and expressed changes of RBC membrane transformation.

Keywords: bronchial asthma, erythrocyte transformation, children, lung function, bronchial hyperreactivity, bronchial asthma control

Введение
Согласно современным представлениям, 

бронхиальную астму рассматри вают как само-
стоятельную нозологическую форму, при ко-
торой развивается хроническое аллергическое 
воспаление, сопровождающееся обратимой 

бронхи альной обструкцией и гиперреактивно-
стью бронхов. 

Основной механизм разви тия данного забо-
левания – аллергологический. Именно на его 
коррекцию направлены активно применяющие-
ся в настоящий момент схемы лечения. Их стан-
дартизация и повсеместное применение позво-
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лили резко снизить смерт ность, обусловленную 
бронхиальной астмой, облегчить течение, сни-
зить частоту и тяжесть приступов бронхиальной 
обструкции у больных. 

Однако доля больных, у которых достигнут 
полный контроль бронхиальной астмы, соглас-
но современным исследованиям, не превышает 
пятнадцати процен тов среди всех живущих паци-
ентов, страдающих бронхиальной астмой. Даже 
в наиболее развитых странах, в условиях посто-
янного профессионального наблю дения и бес-
платного снабжения препаратами базисной тера-
пии, она не превы шает двух третей больных [2].

В связи с этим разработка новых методов 
комплексной терапии бронхи альной астмы, на-
правленной на коррекцию не только основного, 
но и иных зве ньев патогенеза, остается одной 
из главных целей аллергологии. 

Наряду с врож денной атопией, значимую роль 
в формировании и развитии заболевания играет 
гиперреактивность бронхов, как врожденная, 
так и приобретенная. В свою оче редь гиперреак-
тивность бронхов во многом связана с состояни-
ем мембран эпи телия бронхов. Изменения этих 
мембран не только активно развиваются в ходе 
патологического процесса, но и предшествуют 
ему, снижая барьерную функцию бронхов, обе-
спечивая облегченный доступ ксенобиотиков, 
физических и хими ческих ирритантов. 

Таким образом, изучение состояния мембра-
ны клеток эпите лия бронхов могло бы позволить 
оценить вероятность развития бронхиальной 
астмы и характер ее течения [5]. Однако получе-
ние клеток бронхиального эпителия подразуме-
вает проведение диагностической бронхоскопии 
с биопсией, это слож ная инвазивная процеду-
ра, требующая квалифицированного персонала. 
Кроме того, гиперреактивность бронхов является 
относительным противопоказанием к ней, по-
этому в широкой клинической практике такое 
исследование неприме нимо.

В то же время существует метод интегральной 
оценки клеточных мем бран организма посред-
ством анализа трансформации мембран эритро-
цитов. Эта клетка не имеет собственного мета-
болизма, в связи с чем является показательной 
моделью состояния клеточных мембран орга-
низма в целом [3]. Ранее этот метод применялся 
у детей с бронхиальной астмой, однако не были 
выявлены взаимосвязи изменения трансформа-
ции эритроцитарных мембран и особенностей 
течения бронхиальной астмы, а также связь ком-
пенсаторных возможностей клеточных мембран 
и выраженности основного заболевания [1].

Исходя из вышеизложенного, нами была по-
ставлена цель – изучить особенности транс-
формации эритроцитов у детей, страдающих 

бронхиальной астмой, и выявить зависимости 
с течением заболевания.

Материалы и методы
Нами обследовано 20 детей с бронхиальной 

астмой в возрасте от 2 до 17 лет, группа сравнения 
составила 32 здоровых ребенка, рандомизиро-
ванных по возрасту и половому составу.

Состояние детей, страдающих бронхиальной 
астмой, оценивалось со гласно стандартам GINA-
2015 [7, 8]. Всем детям проводилась оценка спон-
танной трансформации эритроцитов путем ми-
кроскопирования под световым микро скопом 
в нативном мазке взвеси цельной крови. 

Основным показателем, ха рактеризую щим 
трансформацию эритроцитов, является количе-
ство дискоцитов, переходных (сфероиды, ямоч-
ные, эхиноциты, стоматоциты) и дегенератив ных 
(сфероциты, шизоциты, пойкилоциты) форм [3]. 

У практически здоровых людей количество 
эритроцитов правильной формы (дискоцитов) 
находится в пределах 75,2±1,3%. Число пере-
ходных форм, способных при благоприятных 
условиях вновь принимать правиль ную форму, 
составляет около 12,86±0,38%. На долю эри-
троцитов, утративших способность принимать 
необходимую для нормального функциониро-
вания форму, приходится 1,2±0,6%. При различ-
ной патологии этот показатель может достигать  
11,2-26,0%. 

Изменение формы эритроцитов может быть 
результатом нарушения состояния клеточной 
мембраны под действием всего спектра эндо- 
и экзогенных факторов, т.е. клетки могут под-
вергаться различным обратимым и необратимым 
трансформациям и идти 2-мя путями: эхиноци-
тарным и стоматоцитарным. 

На настоящий момент выявлен ряд эхино-
цитогенных и стоматоцитогенных агентов. Про-
грессирующие снижение способности эхино-

Рисунок 1. Соотношение деструктивных форм 
эритроцитов
Figure 1. Ratio of destructive erythrocyte forms
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цитов к дефор мации происходит параллельно 
с уменьшением АТФ, накоплением кальция и из-
менением формы эхиноцита. Стоматоцитарный 
путь обусловлен снижением трансмембранного 
градиента рН, что может ингибировать кальци-
евый насос и вызывать характерные изменения 
формы клеток по кальций-зависимому меха-
низму [6].

Результаты и обсуждение
В ходе исследования нами выявлена (рис. 1) 

достоверно (р < 0,05) более частая встречаемость 
деструктивных форм эритроцитов у детей с брон-
хиальной астмой (2,6%) в сравнении со здоровы-
ми (0,8%) с преобладанием сфероцитов (0,55% 
и 0,1% соответственно).

В свою очередь переходные формы в целом 
достоверно (р < 0,05) чаще встречаются в группе 
сравнения (39,9% против 34,12%), однако стома-
тоциты почти в пять раз чаще (р < 0,05) отмечены 
в крови у детей с бронхиальной астмой (рис. 2), 
то есть для этой нозологии характерен стомато-
цитарный путь трансфор мации, что делает мало-
вероятным объяснение этих изменений как вто-
ричных, вызванных гипоксией.

Интегральным критерием возможностей мем-
браны вернутся к норме яв ляется показатель 
компенсаторной трансформации (ПКТ) – со-
отношение пере ходных и деструктивных форм, 
он отражает возможности адаптации клеточ-
ных мембран без гибели самой клетки. В наших 
исследованиях показано (рис. 3) достоверное 
(р < 0,05) снижение ПКТ у детей, страдающих 
бронхиальной астмой, в сравнении с практиче-
ски здоровыми (2,1 и 3,5 соответственно).

В качестве наиболее объективного параметра, 
определяющего степень тя жести бронхиальной 
астмы, нами выбрана оценка функции внешне-
го дыхания. В ходе анализа данных исследования 
показана достоверная сильная обратная кор-
реляционная связь (R = -0,82) между показате-
лем ОФВ1 и количеством сфероидов, а также до-
стоверная сильная прямая корреляционная связь 
(R = 0,76) между уровнем ОФВ1 и ПКТ.

Выводы
Проведенные исследования позволяют сде-

лать следующие выводы:
1. У больных с бронхиальной астмой отмеча-

ются изменения трансформации эрит роцитов 
по сравнению со здоровыми детьми.

2. Имеется прямая зависимость между степе-
нью тяжести заболевания и выражен ностью из-
менений трансформации мембран эритроцитов.

Вышеизложенное ставит вопрос об использо-
вании показателей трансфор мации эритроцитов 
для скрининговой оценки состояния клеточных 
мембран у детей с высоким риском бронхиальной 
астмы и эффективности компо нента комплекс-
ной терапии при данной патологии, направлен-
ных на уменьшение гиперреактивности бронхов 
путем стабилизации клеточной мембраны.

Рисунок 2. Соотношение переходных форм эритроцитов
Figure 2. Ratio of transitional erythrocyte forms
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Рисунок 3. Показатель компенсаторной трансформации
Figure 3. Index of compensatory transformation

4

3

2

1

0

2,1

3,5

Дети с БА Гр. сравнения
Children with BA Comparison group



801

Трансформация эритроцитов при БА
Red blood cell transformation in bronchial asthma2017, Vol. 19,  6

2017, Т. 19, № 6

Список литературы / References
1. Глазова Т.Г., Рывкин А.И., Побединская Н.С. Морфофункциональное состояние эритроцитов при 

персистирующем течении бронхиальной астмы у  детей // Педиатрия, 2012. №  2. С. 19-23. [Glazova T.H., 
Rivkin A.I., Pobedinskaya N. With. Morpho-functional state of erythrocytes in persisti-rousham for bronchi-
sentatives of asthma in children. Pediatriya = Russian Pediatrics, 2012, no. 2, pp. 19-23. (In Russ.)]

2. Григорьева В.Н., Пунин А.А., Федоров Г.Н., Захарова Ю.В. Комплексная оценка уровней достиже-
ния контроля над бронхи альной астмой, по критериям GINA, тесту ACT и показателям клеточного им-
мунитета // Пульмонология, 2010. № 2. С. 71-75. [Grigorieva V.N., Punin A.A., Fedorov G.N., Zakharov Yu.V. 
A comprehensive assessment of levels of achievement of control of bronchial hialnyh asthma, according to GINA 
criteria, the test AST and indicators of cellular immunity. Pulmonologiya  =  Russian Pulmonology, 2010, no. 2,  
pp. 71-75. (In Russ.)]

3. Козинец Г.И. Клетки крови и костного мозга. М.: МИА, 2004. 203 с. [Kozinets G.I. Blood cells and bone 
marrow]. Moscow: MIA, 2004. 203 p.

4. Козинец Г.И., Макарова В.А. Исследование системы крови в клинической практике. М.: Триада-Х, 
1998. 480 c. [Kozinets G.I., Makarov V.A. Study of the blood system in clinical practice]. Moscow: Triada-X, 1998. 
480 p.

5. Рябова Л.В., Зурочка А.В., Хайдуков С.В. Местные и системные иммунные механизмы хронического 
воспаления у больных бронхиальной астмой легкой степени тяжести // Медицинская иммунология, 2009. 
T. 11, № 2-3. С. 169-176. [Ryabova L.V., Zurochka A.V., Khaidukov S.V. Local and systemic immune mechanisms 
of chronic inflammation in the patients with mild bronchial asthma. Meditsinskaya immunologiya  =  Medical 
Immunology (Russia), 2009, Vol. 11, no. 2-3, pp. 169-176. (In Russ.)] doi:10.15789/1563-0625-2009-2-3-169-176.

6. Супрун С.В., Козлов В.К. Анемические состояния у  беременных женщин (клинико-патогенети-
ческие аспекты, исходы). Хабаровск: Арно, 2013. 305 с. [Suprun S.V., Kozlov V.K. Anemia status in pregnant 
women (clinical and pathogenetic aspects, outcomes)]. Khabarovsk: Arno, 2013. 305 p.

7. Федеральные клинические рекомендации по оказанию медицинской помощи детям с бронхиаль-
ной астмой. Министерство здравоохранения РФ, 2016. 33 с. [Federal clinical practice guidelines for the care of 
children with bronchial asthma. The Ministry of health of the Russian Federation, 2016. 33 p.

8. Global strategy for asthma management and prevention (update 2015). http://pharmther.nuph.edu.ua/wp-
content/uploads/2015/10/GINA_Report_2015_Aug11.pdf

Авторы:

Супрун Е.Н. – к.м.н., доцент ФГБОУ 
ВО «Дальневосточный государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения 
РФ; старший научный сотрудник, врач аллерголог-
иммунолог, Хабаровский филиал ФГБНУ 
«Дальневосточный научный центр физиологии 
и патологии дыхания» – Научно-исследовательский 
институт охраны материнства и детства, 
г. Хабаровск, Россия 

Супрун С.В. – д.м.н., главный научный сотрудник, 
Хабаровский филиал ФГБНУ «Дальневосточный 
научный центр физиологии и патологии дыхания» – 
Научно-исследовательский институт охраны 
материнства и детства; профессор ФГБОУ 
ВО «Дальневосточный государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Хабаровск, Россия 

Гусева О.Е. – к.м.н., главный врач, Хабаровский филиал 
ФГБНУ «Дальневосточный научный центр физиологии 
и патологии дыхания» – Научно-исследовательский 
институт охраны материнства и детства;  
старший научный сотрудник, доцент ФГБОУ 
ВО «Дальневосточный государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Хабаровск, Россия

Authors:

Suprun E.N., PhD (Medicine), Associate Professor, Far 
Eastern State Medical University; Senior Research Associate, 
Clinical Immnunologist, Institute of Maternity and Childhood 
Protection, Khabarovsk Branch, Khabarovsk, Russian 
Federation  
 
 
 

Suprun S.V., PhD, MD (Medicine), Chief Research Associate, 
Institute of Maternity and Childhood Protection, Khabarovsk 
Branch; Professor, Far Eastern State Medical University, 
Khabarovsk, Russian Federation  
 
 
 

Guseva O.E., PhD (Medicine), Head Physician, Institute  
of Maternity and Childhood Protection, Khabarovsk Branch; 
Senior Research Associate, Associate Professor, Far Eastern 
State Medical University, Khabarovsk, Russian Federation



802

Suprun E.N. et al.
Супрун Е.Н. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Лощенко М.А. – к.м.н., заведующая лабораторией 
иммунологии, Хабаровский филиал ФГБНУ 
«Дальневосточный научный центр физиологии 
и патологии дыхания» – Научно-исследовательский 
институт охраны материнства и детства, 
г. Хабаровск, Россия 

Пивкина Т.В. –  врач-лаборант, Хабаровский филиал 
ФГБНУ «Дальневосточный научный центр физиологии 
и патологии дыхания» – Научно-исследовательский 
институт охраны материнства и детства, 
г. Хабаровск, Россия 

Савицкая Е.А. – заведующая детским соматическим 
отделением, Хабаровский филиал ФГБНУ 
«Дальневосточный научный центр физиологии 
и патологии дыхания» – Научно-исследовательский 
институт охраны материнства и детства, 
г. Хабаровск, Россия 

Ануриев С.В. – врач фунциональной диагностики, 
Хабаровский филиал ФГБНУ «Дальневосточный 
научный центр физиологии и патологии дыхания» – 
Научно-исследовательский институт охраны 
материнства и детства, г. Хабаровск, Россия 

Осмолкина В.А. – студент ФГБНУ «Дальневосточный 
научный центр физиологии и патологии дыхания» – 
Научно-исследовательский институт охраны 
материнства и детства, г. Хабаровск, Россия 

Брага С.С. – студент ФГБНУ «Дальневосточный 
научный центр физиологии и патологии дыхания» – 
Научно-исследовательский институт охраны 
материнства и детства, г. Хабаровск, Россия

Loschenko M.A., PhD (Medicine), Head, Laboratory of 
Immunology, Institute of Maternity and Childhood Protection, 
Khabarovsk Branch, Khabarovsk, Russian Federation  
 
 

Pivkina T.V., Laboratory Clinician, Institute of Maternity 
and Childhood Protection, Khabarovsk Branch, Khabarovsk, 
Russian Federation  
 

Savitskaya E.A., Head, Pediatric Somatic Department, 
Institute of Maternity and Childhood Protection, Khabarovsk 
Branch, Khabarovsk, Russian Federation  
 
 

Anuriev S.V., Doctor for Functional Diagnostics, Institute  
of Maternity and Childhood Protection, Khabarovsk Branch, 
Khabarovsk, Russian Federation  
 

Osmolkina V.A., Student, Far Eastern State Medical 
University, Khabarovsk, Russian Federation  
 

Braga S.S., Student, Far Eastern State Medical University, 
Khabarovsk, Russian Federation

Поступила 30.03.2017 
Отправлена на доработку 02.05.2017 
Принята к печати 03.05.2017

Received 30.03.2017 
Revision received 02.05.2017 
Accepted 03.05.2017



803

Краткие сообщения
Short communications

Медицинская иммунология
2017, Т. 19, № 6, стр. 803-806
© 2017, СПб РО РААКИ

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2017, Vol. 19,  6, pp. 803-806
© 2017, SPb RAACI

1 page

Адрес для переписки:
Полушина Лариса Георгиевна
ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения РФ
620028, Россия, г. Екатеринбург, ул. Репина, 3.
Тел.: 8 (343) 214-85-56. 
E-mail: polushina-larisa@bk.ru

Address for correspondence:
Polushina Larisa G.
Ural State Medical University
620028, Russian Federation, Ekaterinburg, Repina str., 3.
Phone: 7 (343) 214-85-56. 
E-mail: polushina-larisa@bk.ru

Образец цитирования: 

Л.Г. Полушина, Е.Н. Светлакова, Е.А. Семенцова,  
Ю.В. Мандра, В.В. Базарный 
 «Клинико-патогенетическое значение некоторых 
цитокинов при пародонтите» // Медицинская 
иммунология, 2017. Т. 19, № 6. С. 803-806.  
doi: 10.15789/1563-0625-2017-6-803-806
© Полушина Л.Г. и соавт., 2017

For citation: 
L.G. Polushina, E.N. Svetlakova, E.A. Sementsova,  
Yu.V. Mandra, V.V. Bazarny “Clinico-pathogenetic value 
of some cytokines in periodontitis”, Medical Immunology 
(Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2017, Vol. 19, no. 6, 
pp. 803-806.  
doi: 10.15789/1563-0625-2017-6-803-806

DOI: 10.15789/1563-0625-2017-6-803-806

КЛИНИКО-ПАТОГЕНЕТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ НЕКОТОРЫХ 
ЦИТОКИНОВ ПРИ ПАРОДОНТИТЕ
Полушина Л.Г., Светлакова Е.Н., Семенцова Е.А., Мандра Ю.В., 
Базарный В.В.
ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Патогенез пародонтита большинство авторов связывают с нарушением микробиоты рото-
вой полости и механизмов местного иммунитета. Можно полагать, что успехи в развитии концепции 
патогенеза, диагностики и лечения заболевания могут быть связаны с иммунологическими иссле-
дованиями ротовой жидкости. Цель – дать характеристику цитокинового статуса ротовой жидкости 
у больных хроническим пародонтитом. 

Работа основана на исследовании 101 человека, которые на основании ретроспективного анализа 
были распределены на две группы: основная группа – 69 больных с пародонтитом средней и тяжелой 
степени, контрольная группа – 32 практически здоровых добровольца. 

В контрольной группе уровни цитокинов соответствовали значениям нормы. У больных пародон-
титом концентрация IL-2, IL-4 повышалась. Это дает основание предположить, что цитокиновый 
баланс при пародонтите характеризуется преобладанием Th2 продуцируемых факторов, то есть акти-
вация «противовоспалительных» иммуноопосредованных механизмов. Поскольку в патогенезе паро-
донтита наряду с иммунными сдвигами важны и нарушения микроциркуляторного русла, в ротовой 
жидкости определяли уровень VEGF. Его содержание в ротовой жидкости также имело тенденцию 
к повышению. Нами было установлено, что наиболее высокую диагностическую ценность имеет уро-
вень IL-4 в ротовой жидкости при пародонтите: диагностическая чувствительность 88%, диагности-
ческая специфичность 99%, AUC = 0,95. 

Получены данные, соответствующие представлениям о том, что развитие хронического пародон-
тита сопровождается нарушением локальных иммунных механизмов. Это проявляется дисбалансом 
продукции цитокинов, прежде всего – активацией продукции IL-4. Можно полагать, что данный ци-
токин реализует свои патогенетические (иммуноопосредованная деструкция тканей) и протективные 
эффекты (стимуляция противомикробного иммунитета) при пародонтите. Их соотношение опреде-
ляет, скорее всего, скорость прогрессирования и развитие осложнений заболевания. Определение со-
держания IL-4 в РЖ может рассматриваться как потенциальный инструмент лабораторной диагно-
стики заболеваний тканей пародонта в качестве маркера активности патологического процесса. 
Ключевые слова: пародонтит, ротовая жидкость, цитокины, диагностическая эффективность

CLINICO-PATHOGENETIC VALUE OF SOME CYTOKINES IN 
PERIODONTITIS
Polushina L.G., Svetlakova E.N., Sementsova E.A., Mandra Yu.V., 
Bazarny V.V.
Ural State Medical University, Ekaterinburg, Russian Federation

Abstract. Most authors ascribe pathogenesis of parodontitis to alterations of oral microbiota and mechanisms 
of local immunity. One may therefore assume that of the concepts of pathogenesis, diagnosis and treatment of 
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the disease may be successfully developed when implementing immunological studies of oral fluid. The aim of 
present study was to characterize cytokine status of the oral fluid in patients with chronic periodontitis. The 
study included 101 subjects who were divided into two groups, according to results of retrospective analysis, 
i.e., study group (69 patients) with moderate or severe periodontitis, and control group (32 virtually healthy 
volunteers).

In control group of patients, cytokine levels corresponded to normal values. In the patients with periodontitis, 
we have revealed increased IL-2, IL-4 levels. This finding suggests that the cytokine balance in periodontitis 
is characterized by predominance of Th2 produced factors, i.e., activation of “anti-inflammatory” immune-
mediated mechanisms. We have also determined VEGF levels in oral fluid, since disturbances of microcirculatory 
bed seem to be important in evolving periodontitis, along with immune shifts. The VEGF content in oral fluid 
also tended to increase in the patients. We have found that the IL-4 level in the oral fluid is of high diagnostic 
value in periodontitis, with diagnostic sensitivity of 88%, and diagnostic specificity of 99% (AUC = 0.95). 

In our study, we have obtained data corresponding to general view on altered local immune mechanisms 
in developing chronic periodontitis. This shift manifests as imbalance in cytokine production, especially, by 
activated IL-4 production. One may assume that this cytokine exerts both pathogenetic effect (immuno-
mediated destruction of tissues) and protective action (stimulation of antimicrobial immunity) in periodontitis. 
Prevalence and ratio of these effects seems to determine progression rates and development of complications 
in the disease. Determination of IL-4 content in oral fluid can be considered a potential quantitative tool for 
laboratory diagnosis of periodontal tissue diseases, being a marker of activity in this pathological process.

Keywords: periodontitis, oral fluid, cytokines, diagnostic efficacy

Болезни пародонта характеризуются широкой 
распространенностью, тяжестью течения, не-
гативным влиянием на здоровье человека и ка-
чество его жизни. Несмотря на определенные 
достижения в разработке методов профилакти-
ки и лечения данного заболевания, в настоящее 
время еще существует проблема в поиске объ-
ективных способов диагностики пародонтита, 
оценки активности процесса и прогноза прогрес-
сирования заболевания. В частности, традицион-
ное инструментальное исследование состояния 
пародонта не дает возможности выявлять вос-
приимчивых к данной патологии лиц или осу-
ществлять диагностику на ранних этапах ее фор-
мирования [5, 14]. 

Учитывая, что патогенез пародонтита боль-
шинство авторов связывают с нарушением ми-
кробиоты ротовой полости и механизмов мест-
ного иммунитета, можно полагать, что успехи 
в развитии концепции патогенеза, диагностики 
и лечения заболевания могут быть связаны с им-
мунологическими исследованиями иммунологии 
полости рта и оценкой свойств ротовой жидко-
сти (РЖ) [6, 9]. Это связано с тем, что по мере 
прогрессирования пародонтита происходит раз-
рушение мягких тканей, деструкция костной 
ткани и высвобождение биологически активных 
веществ, которые могут быть определены в РЖ 
и затем рассматриваться как кандидаты на роль 
биомаркеров этого заболевания. 

К настоящему времени накоплены данные 
о наличии в РЖ маркеров воспалительного про-
цесса – кальпротектина, С-реактивного бел-
ка, макрофагального воспалительного белка 
(MIP- 1a) и других [1, 2, 4, 14]. При воспалении 
тканей пародонта уровень факторов иммунной 
защиты в РЖ повышается, например, лактофер-
рина, секреторного иммуноглобулина А [2, 3]. 
Огромное число исследований посвящено изуче-
нию цитокинового статуса, играющего ключевую 

роль в патогенезе пародонтита, но их результаты 
отличаются крайней противоречивостью [7, 8, 
9, 12], что затрудняет применение полученных 
результатов в дальнейших изысканиях и их вне-
дрение в клиническую практику. Это определило 
цель данного исследования – дать характеристику 
цитокинового статуса ротовой жидкости у боль-
ных хроническим пародонтитом.

Материалы и методы
Работа основана на исследовании 101 чело-

века, которые на основании ретроспективно-
го анализа были распределены на две группы. 
Основная группа – 69 больных с пародонтитом 
средней и тяжелой степени. Диагноз хрониче-
ского пародонтита был установлен на основании 
стандартных критериев. Клиническое обсле-
дование, наряду со стандартным стоматологи-
ческим осмотром, включало дополнительные 
методы: подсчет индекса интенсивности кари-
еса зубов (КПУ), определение значения упро-
щенного индекса гигиены (OHS) и папиллярно-
маргинально-альвеолярного индекса (РМА) [5]. 
Контрольная группа – 32 практически здоровых 
добровольца. 

Нестимулированную ротовую жидкость (РЖ) 
получали не ранее чем через 3 часа после при-
ема пищи и полоскания полости рта, собирали 
в пробирки SalivaCapsSet. Пробы заморажива-
ли и хранили при температуре -20 °С. Перед ис-
следованием образцы размораживались, хорошо 
перемешивались и центрифугировались. Содер-
жание интерлейкина-2 (IL-2), интерлейкина-4 
(IL-4), интерлейкина-17 (IL-17) и васкулоэндо-
телиальный фактор роста (VEGF) определяли 
методом твердофазного гетерогенного ИФА с ис-
пользованием тест-систем «Вектор-Бест» и реги-
страцией на фотометре Multiscan.

Статистическая обработка результатов прово-
дилась на основании принципов вариационной 
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статистики с использованием программы Gretl. 
Переменные с непараметрическим распределе-
нием сравнивались при помощи критерия Ман-
на–Уитни, данные представлены как медиана 
(Q0,25-Q0,75). Для оценки диагностической эффек-
тивности лабораторных тестов проводили ROC-
анализ [9].

Результаты и обсуждение
Объективными показателями состояния по-

лости рта являются стоматологические индек-
сы КПУ, OHS, РМА [5]. Все они были повыше-
ны у пациентов с пародонтитом, что доказывает 
адекватность отбора пациентов и отражает тя-
жесть патологического процесса (табл. 1).

В контрольной группе уровни цитокинов со-
ответствовали значениям, которые многие авто-
ры считают нормой [3, 7, 11]. У больных пародон-
титом концентрация IL-2 повышалась на 31,1% 
(р < 0,05). У этих же пациентов наблюдалось 
значительно повышение уровня IL-4 в 26 раз 
(р = 0,001). Это дает основание предположить, 
что цитокиновый баланс при пародонтите харак-
теризуется преобладанием Th2-продуцируемых 
факторов, то есть активацией «противовоспали-
тельнх» иммуноопосредованных механизмов. 

Концентрация IL-17 у пациентов обеих групп 
существенно не различалась.

Поскольку в патогенезе пародонтита, наря-
ду с иммунными сдвигами, важны и нарушения 
микроциркуляторного русла, в РЖ определяли 
уровень VEGF. Его содержание в РЖ имело тен-
денцию к повышению (в 2,6 раза, р = 0,08), что 
соответствует представлениям о нарушенной ре-
активности эндотелия при воспалительном про-
цессе [14]. 

Для оценки диагностических критериев 
изучае мых показателей использован ROC ана-
лиз с определением площади под ROC кривой 
(AUC – Area Under Curve), которая характеризует 
диагностическую эффективность лабораторно-
го теста. Он позволил определить, что наиболее 
высокую диагностическую эффективность имеет 
уровень IL-4 в РЖ при пародонтите: диагности-
ческая чувствительность 88%, диагностическая 
специфичность 99%, AUC = 0,95 (табл. 2).

Заключение
В нашем исследовании получены данные, со-

ответствующие представлениям о том, что разви-
тие хронического пародонтита сопровождается 
нарушением локальных иммунных механизмов 
[1, 2, 4, 15]. Это проявляется дисбалансом про-
дукции цитокинов, прежде всего – активацией 
продукции IL-4. Можно полагать, что данный 
цитокин реализует свои патогенетические (им-
муноопосредованная деструкция тканей) и про-
тективные (стимуляция противомикробного 
иммунитета) эффекты при пародонтите. Их со-
отношение определяет, скорее всего, скорость 
прогрессирования и развитие осложнений забо-
левания.

ТАБЛИЦА 1. КЛИНИКО-ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ 
ХАРАКТЕРИСТИКА РЖ ПАЦИЕНТОВ С ПАРОДОНТИТОМ
TABLE 1. CLINICAL AND IMMUNOLOGICAL 
CHARACTERISTICS OF ORAL FLUID FROM THE PATIENTS 
WITH PERIODONTITIS

Показатель
Index

Группа 
сравнения
Comparison 

group

Больные 
пародонтитом

Patients with 
periodontitis

КПУ, усл. ед
CFE, 
сonventional 
units
Ме (Q0,25-Q0,75)

8,0 (9; 14,5) 15,5 (12; 19)*

OHS
Ме (Q0,25-Q0,75)

1 (0,6; 1) 2 (1,6; 2,4)

РМА
Ме (Q0,25-Q0,75)

10 (2; 15) 48 (38; 69)*

IL-2, пг/мл
Il-2, pg/ml
Ме (Q0,25-Q0,75)

10,0 (8,5; 28,5) 14,5 (5,5; 16,5)*

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/ml
Ме (Q0,25-Q0,75)

2,3 (1; 8,5) 59,7 (19; 71)*

IL-17, пг/мл
IL-17, pg/ml
Ме (Q0,25-Q0,75)

2,7 (0; 3,7) 4,0 (0; 7,5)

VEGF, mg/ml
Ме (Q0,25-Q0,75)

380 (10; 2000) 1000 (230; 2000)

Примечание. * – р ≤ 0,05.

Note. *, р ≤ 0.05.

ТАБЛИЦА 2. КЛИНИКО-ДИАГНОСТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ 
ЦИТОКИНОВ
TABLE 2. CLINICAL AND DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE OF 
CYTOKINES

Показатель
Index

Диагно-
стическая 

чувствитель-
ность, %
Diagnostic 

sensitivity, %

Диагностиче-
ская специ-

фичность, %
Diagnostic 

specificity, %

AUC

IL-2 48,5 81,8 0,64

IL-4 88,2 99,0 0,95

IL-17 51,4 78,7 0,61

VEGF 63,2 63,6 0,57

Определение содержания IL-4 в РЖ может 
рассматриваться как потенциальный инструмент 
лабораторной диагностики заболеваний тканей 
пародонта в качестве маркера активности пато-
логического процесса. 
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ного применения рекомбинантного человеческого 
интерлейкина-1β на репарацию язвенных повреж-
дений слизистой оболочки желудка // Цитокины 
и воспаление. – 2012. – Т. 11, №1. – С. 64-69.

Varjushina Е.А., Аlexandrov G.V., Sazonova Т.А., 
Simbircev А.S. Study of the effect of local application 
of recombinant human interleukin-1β in the repair 
of ulcerative lesions of gastric mucosa. Cytokines and 
Inflammation, 2012, Vol. 11, no.1, pp. 64-69.

Описание статьи из книги (монографии):
Соколова Г.Н., Потапова В.Б. Клинико-патоге-

нетические аспекты язвенной болезни желудка. – 
М.: Анахарсис, 2009. – 328 с.

Sokolovа G.N., Pоtapova V.B. Clinical and 
pathogenetic aspects of gastric ulcer. Мoscow: 
Аnachаrsis, 2009, 328 p.

Примеры правильного оформления англоязычных 
ссылок:

Wells S.M., Kantor A.B., Stall A.M. CD43(S7) 
expression identifies peripheral B-cell subsets. J. 
Immunol., 1994, Vol. 153, no. 12, pp. 5503-5515.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin 
proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. Stites 
D.P., Terr A.I., Parslow T.G., Appletion and Lange, 
1994, pp. 66-79.

Ссылки на литературные источники в тексте 
статьи, в рисунках и таблицах обозначаются араб-
скими цифрами в квадратных скобках [1, 2, 3,...]. 
не допускаются ссылки на диссертации, авторефе-
раты диссертаций, публикации в сборниках, мето-
дические документы местного уровня. Количество 
источников не ограничено. В каждой ссылке при-
водятся все авторы работы. Неопубликованные 
статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения
Для сложных терминов или названий, наиболее 

часто используемых в тексте статьи, можно ввести 
(в круглых скобках после первого упоминания пол-
ного названия термина) не более 3–5 нетрадицион-
ных сокращений. Узаконенные международными 
номенклатурами сокращения используются в соот-
ветствующей транскрипции. Например, для терми-
на «интерлейкин» используется сокращение «IL», 
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а не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
или «ФНО»; «CD», а не «СД». Названия микроор-
ганизмов приводятся в оригинальной транскрип-
ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
ки после их сокращенного обозначения (с, ч, см, 
мл, мг, kDa и т.д.), регламентированного междуна-
родными правилами.

Оформление иллюстративного материала
Иллюстративный материал должен быть ориги-

нальным, то есть ранее нигде не опубликованным. 
Общее количество иллюстраций (таблиц и рисун-
ков) не должно превышать восьми. При большем 
количестве иллюстраций их публикация оплачива-
ется автором. Публикация цветных иллюстраций 
(независимо от их количества) также оплачивается 
автором. Весь иллюстративный материал присыла-
ется в двух экземплярах и на диске в виде отдель-
ных файлов.

Размеры иллюстраций:
• максимальная высота – 210 мм
•  максимальная ширина для 1 столбца – 82 мм, 

для 2 столбцов – 170 мм
Таблицы. Каждая таблица печатается на отдель-

ном листе (в отдельном файле на диске) через 2 ин-
тервала. Нумерация таблиц дается арабскими циф-
рами отдельно от нумерации рисунков (графиков 
и фотографий). Название печатается над таблицей. 
Весь текст на русском языке, содержащийся в таб-
лице, включая единицы измерения, должен быть 
переведен на английский язык; при этом перевод 
следует помещать в ячейку с соответствующим рус-
ским текстом отдельной строкой. Название табли-
цы и текст примечания к ней также должны быть 
переведены на английский язык и приведены под 
русским текстом с новой строки. Для пометок в та-
блицах следует использовать одну или несколько 
(*). Пояснения печатаются после соответствующе-
го количества (*) под таблицей. Единицы измере-
ния, при необходимости, включаются в заголовки 
строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи 
названия рисунков (графиков, фотографий) и та-
блиц размещаются сразу после абзаца, где на них 
дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются по-
следовательно арабскими цифрами по мере их ис-
пользования в тексте статьи. Названия рисунков 
и подписи к ним выносятся в виде списка на от-
дельную страницу. В списке указываются: номер 
рисунка, название (с большой буквы), текст приме-
чаний (для микрофотографий должно быть указано 
увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, 
но достаточно информативные. Названия рисунков 
и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст 
легенды должны быть переведены на английский 
язык и размещены под соответствующим текстом 
с новой строки. На обороте каждой иллюстрации 
подписывается фамилия первого автора, название 
статьи и порядковый номер. Для публикации в жур-
нале принимаются только оригиналы фотографий 
(не ксерокопии) хорошего качества, максималь-
но приближенные к вышеуказанным размерам. 

Фотографии не должны иметь больших полей, т. е. 
фотографический материал должен занимать всю 
площадь фотографии. Рисунки могут быть пред-
ставлены в графических форматах с расширением 
.tiff (разрешение не менее 300 dpi при 100% масшта-
бе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в доку-
менты Word, не принимаются. Графики и диаграм-
мы предоставляются вместе с таблицами, на основе 
которых они были созданы, или с численными обо-
значениями показателей, отображаемых соответ-
ствующими графическими элементами (столбика-
ми, секторами и т.п.) в виде файлов с расширениями 
.doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

в журнале «Медицинская иммунология» является 
бесплатной для авторов и учреждений, в которых 
они работают. Редакция может потребовать опла-
ту в следующих случаях: 1) за публикацию цветных 
иллюстраций; 2) при большом количестве иллю-
стративного материала (свыше 8 иллюстраций).

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

твердить нижеследующие пункты. Статья может 
быть отклонена, если она им не соответствует.

А.  Направляя статью в журнал, авторы гаранти-
руют, что поданные материалы не были ра-
нее опубликованы полностью или по частям, 
в любой форме, в любом месте или на любом 
языке. Также авторы гарантируют, что статья  
не представлена для рассмотрения и публи-
кации в другом журнале. С момента приня-
тия статьи к печати в журнале «Медицинская 
иммунология» приведенный в ней материал 
не может быть опубликован авторами полно-
стью или по частям в любой форме, в любом 
месте и на любом языке без согласования 
с руководством журнала. Исключением мо-
жет являться: 1) предварительная или после-
дующая публикация материалов статьи в виде 
тезисов или короткого резюме; 2) использо-
вание материалов статьи как части лекции 
или обзора; 3) использование автором пред-
ставленных в журнал материалов при напи-
сании диссертации, книги или монографии. 
Воспроизведение всего издания или части 
любым способом запрещается без письмен-
ного разрешения издателей. Нарушение за-
кона будет преследоваться в судебном по-
рядке. Охраняется Законом РФ № 5351-1 
«Об авторском праве и смежных правах» 
от 09.07.93 г.

Б.  Файл отправляемой статьи представлен 
в формате .doc, .docx, .rtf.

В.  Помимо файла со статьей, предоставлены 
следующие файлы:
1)  Файл с метаданными (при загрузке в си-

стему ему присваивается имя «Метадан-
ные»):

•  Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность автора, ответ-
ственного за дальнейшую переписку с ре-
дакцией (на русском и английском языках).

•  Название учреждения, где работает ответ-
ственный автор (в русском и официально 
принятом английском вариантах).
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•  Почтовый адрес для переписки с указани-
ем почтового индекса (на русском и анг-
лийском языках).

•  Телефон, факс (с указанием кода страны 
и города), e-mail.

•  Фамилия и инициалы остальных соавто-
ров, их ученые степени, ученые звания, 
должности.

•  Полное название статьи, направляемой 
в редакцию.

•  Количество страниц текста, количество ри-
сунков, количество таблиц.

•  Указать, для какого раздела журнала пред-
назначена работа: оригинальные статьи, 
лекции, обзоры, «точка зрения», краткие 
сообщения, новые иммунологические ме-
тоды, случаи из практики, дневник имму-
нолога, книжное обозрение.

•  Дата отправления работы.
2)  Отсканированная копия  файла с метадан-

ными, подписанная всеми авторами (при 
загрузке в систему ему присваивается имя 
«Подписи авторов»)

3)  Титульный лист (при загрузке в систему 
ему присваивается имя «Титульный лист»), 
по форме:

•  название статьи (без использования каких-
либо сокращений) (на русском и англий-
ском языках);

•  Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность всех авторов 
(полностью) (на русском и английском 
языках);

•  подразделение и учреждение, в котором 
выполнялась работа (если в работе уча-
ствовали авторы из разных учреждений, 
это должно быть отмечено звездочка-
ми) (в русском и официально принятом 
английском вариантах);

•  сокращенное название статьи для верхнего 
колонтитула (не более 35 символов, вклю-
чая пробелы и знаки препинания) (на рус-
ском и английском языках);

•  не менее 6 ключевых слов на русском и анг-
лийском языках;

•  адрес для переписки с указанием телефона, 
номера факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему при-
сваивается имя «Резюме»). Предоставляется  
в виде одного абзаца без ссылок и специ-
фических сокращений. Объем – не менее 
300 слов. Резюме в полном объеме пред-
ставляется также в переводе на английский 
язык. В отдельных случаях, по решению ре-
дакционной коллегии, может быть затребо-
ван развернутый вариант резюме на англий-
ском языке.
5) Рисунки, если они есть - каждый отдель-
ным файлом (при загрузке в систему каж-
дому рисунку  присваивается имя «Рисунок. 
Название рисунка (где название рисунка соот-
ветствует содержащемуся в файле рисунку. 
Порядковый номер рисунка»)

6) Файл в формате .doc, .docx., rtf, с названи-
ями рисунков

7) Таблицы, если они есть - каждая отдель-
ным файлом (Название каждой таблицы 
должно быть приведено заголовком в файле 
с самой таблицей)

8) Файл с цитируемой литературой (при за-
грузке в систему ему присваивается имя «Ли-
тература»), по следующей форме: таблица 
из четырех столбцов (альбомная ориента-
ция), где:

Порядковый 
номер ссылки

Авторы, назва-
ние публикации 
и источника, где 
она опублико-
вана, выходные 
данные

ФИО, название 
публикации 
и источника 
на английском

Полный ин-
тернет-адрес 
(URL) цитиру-
емой статьи

Размещаются 
в таблице 
в алфавитном 
порядке, вна-
чале русско-
язычные, затем 
на языках 
с  латинской 
графикой

Указывать 
по библио-
графическому 
стандарту, пред-
ставленному 
выше

Официальное 
англоязыч-
ное название 
публикации 
и источника, 
где она опу-
бликована 
- для русско-
язычных ста-
тей. В редких 
случаях, когда 
не существует 
официальных 
англоязычных 
названий (это 
возможно 
для таких 
типов публи-
каций, как те-
зисы, книги 
и др.) - редак-
ция просит 
предоставить 
их перевод, 
используя 
красный 
цвет шрифта. 
Для англоязыч-
ных публикаций 
и источников 
в этом столбце 
ставится про-
черк

В том случае, 
если инфор-
мация о статье 
не размещена 
на офици-
альном сайте 
издания, 
допустимо 
использовать 
URL статьи 
со сторонних 
сайтов, в том 
числе системы 
www.e-library.ru 

Текст должен быть набран с одинарным меж-
строчным интервалом; используется кегль шрифта 
в 14 пунктов; для выделения используется курсив, 
а не подчеркивание; все ссылки на иллюстрации, 
графики и таблицы расположены в соответствую-
щих местах в тексте, а не в конце документа.

Текст соответствует стилистическим и библио-
графческим требованиям.

Если вы отправляете статью в рецензируемый 
раздел журнала, то вы согласны с требованиями 
слепого рецензирования, подробнее о котором 
можно узнать на сайте журнала (http://mimmun.ru) 
из рубрики Рецензирование, в разделе «О Журнале».
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Рисунок 1. Периферическая и центральная активация миелин-специфических лимфоцитов [52]
Примечание. T-лимфоциты праймируются на периферии дендритными клетками (ДК), презентирующими миелиновые (или кросс-реактивные) эпитопы. Антиген-
презентирующие клетки (АПК) в ЦНС поглощают миелиновые Аг in situ и мигрируют в цервикальные лимфатические узлы. Кроме того, растворимые миелиновые 
Аг могут дренироваться из ЦНС в лимфатические узлы, где фагоцитируются локальными АПК (1). T-клетки проникают в субарахноидальное пространство (2). 
T-клетки реактивируются в субарахноидальном пространстве макрофагами и ДК, экспрессирующими миелиновые эпитопы в комплексе с молекулами MHC II (3). 
Реактивированные Т-лимфоциты стимулируют расположенные под мягкой мозговой оболочкой клетки микроглии, активируя тем самым дистальные клетки 
микроглии и кровеносные сосуды (4). Активированные Т-клетки прикрепляются и пересекают ГЭБ, проникают в периваскулярное пространство и реактивируются 
периваскулярными макрофагами и ДК (5). T-клетки проникают в паренхиму и совместно с активированными макрофагами и клетками микроглии секретируют 
растворимые медиаторы, индуцирующие механизмы демиелинизации (6). Treg – регуляторные T-лимфоциты.
Figure 1. Peripheral and central activation of myelin-specific lymphocytes [52]
Note. T cells are primed at the periphery by dendritic cells (DCs) presenting myelin (or myelin crossreactive) epitopes. Antigen-presenting cells (APCs) residing in the CNS can capture 
myelin antigens in situ and migrate to the cervical lymph nodes. Alternatively, soluble myelin antigens can drain from the CNS to lymph nodes to be phagocytized by local APCs (1).  
T cells enter the subarachnoid space (2); the T cells are re-activated within the subarachnoid space by MHC class II-expressing macrophages and DCs expressing myelin epitopes (3). 
Reactivated T cells activate microglial cells in the subpial region, triggering activation of distal microglial cells and blood vessels (4). Activated T cells adhere to and cross the activated 
blood–brain barrier, enter the perivascular space and are reactivated by perivascular macrophages and DCs (5). T cells enter the parenchyma and, together with activated macrophages 
and microglial cells, secrete soluble mediators that trigger demyelination (6). Treg, regulatory T cells.

Рисунок 2. Механизмы терапевтического действия МСК [8]
Примечание. Предполагаемые механизмы действия МСК лежат в основе патофизиологии РС и экстраполированы из мышиных моделей ЭАЭ. Сигналы 
для аутоиммунно-медиированного воспаления продуцируются или аутореактивными лимфоцитами («системный иммунный ответ») или являются результатом 
повреждения вследствие олигодендроглиальной или аксональной дегенерации. TLRs распознают как DAMPs, так и PAMPs и стимулируют клетки врожденного 
иммунитета к продукции провоспалительных цитокинов и хемокинов и к активации потенциальных АПК для взаимодействия с наивными Т-лимфоцитами. 
Последующая активация и экспансия провоспалительных Th1 и Th17 и их растворимых факторов увеличивает хемотаксический градиент, приводящий 
к миграции клеток в ЦНС. Цитокины (IFNγ и TNFα), аутоАт и гипоксия-индуцибельные факторы (NO и ROS [nitrogen и reactive oxygen species]) являются причиной 
демиелинизации и повреждения/потери аксонов. В дополнение, повреждения аксонов и миелина также индуцируют хемотаксический провоспалительный 
градиент, что приводит к дополнительной активации клеток врожденного и адаптивного иммунитета к продукции нейротоксических факторов. Предполагаемые 
механизмы МСК включают: А) нейро-/нейтриногенез, В) регенерацию и восстановление миелина и аксонов и С) снижение системного и локального 
воспалительного ответа в ЦНС.
Figure 2. Mechanisms of MSC therapeutic effect [8]
Note. Proposed mechanisms of MSC action underly the pathophysiology of multiple sclerosis are mainly extrapolated from murine EAE models. Instigating signals for autoimmune-
mediated proinflammation arise from either autoreactive lymphocytes in the body (‘systemic immune response’) or damage gradients caused by oligodendroglial and axonal degeneration 
within the CNS. Specifically, TLRs recognize both DAMPs and PAMPs and activate innate immune cells to produce proinflammatory cytokines and chemokines, and to serve as potent 
APCs for naive T cells. Subsequent activation and expansion of proinflammatory Th1 and Th17 cells and their soluble factors increases chemotaxis gradients, ultimately resulting in their 
emigration into the CNS. Cytokines (IFNγ and TNFα), autoantibodies and hypoxia-inducible factors including NO and ROS cause demyelination and ultimately axonal injury/loss. In 
addition, damage to myelin and axons can also induce proinflammatory damage gradients, which can activate innate and adaptive immune cells in the CNS to release neurotoxic soluble 
factors. Proposed effects of MSCs include (A) neurogenesis, (B) regeneration and repair of myelin and axons, and (C) downmodulation of the systemic and CNS inflammatory response. 
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