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IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:

Слушатели, зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru, 
получат зачетные единицы

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

Институт экспериментальной медицины
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора

Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет им. акад. И.П. Павлова

*****
Российское научное общество иммунологов

Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
Российское цитокиновое общество

Ассоциация специалистов и организаций 
лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»

Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной
Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно (железнодорожный вокзал, аэропорт)

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 
197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ

Заявки подавать до 31 декабря 2025 года.Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, 
академик РАН Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера
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• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 
197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ

Заявки подавать до 31 декабря 2025 года.Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, 
академик РАН Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера
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XVI Всероссийская школа по клинической иммунологии

«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»
25 – 31 января 2026 года

Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:

Слушатели, зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru, 
получат зачетные единицы

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

Институт экспериментальной медицины
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора

Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет им. акад. И.П. Павлова

*****
Российское научное общество иммунологов

Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
Российское цитокиновое общество

Ассоциация специалистов и организаций 
лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»

Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной
Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно (железнодорожный вокзал, аэропорт)

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
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IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 
197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ

Заявки подавать до 31 декабря 2025 года.Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, 
академик РАН Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера
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• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
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• Семинары по практическим вопросам иммунологии
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• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
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XVI Всероссийская школа по клинической иммунологии

«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»
25 – 31 января 2026 года

Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:

Слушатели, зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru, 
получат зачетные единицы

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

Институт экспериментальной медицины
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора

Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет им. акад. И.П. Павлова

*****
Российское научное общество иммунологов

Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
Российское цитокиновое общество

Ассоциация специалистов и организаций 
лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»

Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной
Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно (железнодорожный вокзал, аэропорт)

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
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• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
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• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
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Медицины»
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Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 
197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ
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Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»
25 – 31 января 2026 года

Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:

Слушатели, зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru, 
получат зачетные единицы

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

Институт экспериментальной медицины
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора

Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет им. акад. И.П. Павлова

*****
Российское научное общество иммунологов

Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
Российское цитокиновое общество

Ассоциация специалистов и организаций 
лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»

Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной
Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно (железнодорожный вокзал, аэропорт)

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека

IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:
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• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 
197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ

Заявки подавать до 31 декабря 2025 года.Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, 
академик РАН Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера
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«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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АНАЛИЗ КЛОНАЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ NK-КЛЕТОК  
НА ОСНОВЕ ДАННЫХ SINGLE-CELL  
ТРАНСКРИПТОМИКИ
Устюжанина М.О.1, 2, 3, Коваленко Е.И.1
1 ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия  
2 АНОО ВО «Сколковский институт науки и технологий», Москва, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Естественные киллеры (NK-клетки) являются ключевым компонентом противовирусно-
го иммунитета, демонстрируя исключительную адаптивность при таких инфекциях, как цитомегало-
вирус человека (hCMV) и SARS-CoV-2. Современные методы single-cell транскриптомики выявили 
существование клональных популяций NK-клеток с уникальными функциональными профилями, 
что стирает традиционные границы между врожденным и адаптивным иммунитетом. Однако функ-
циональная гетерогенность и иммунологическая значимость этих клонов остаются недостаточно 
изученными. Данное исследование направлено на анализ клональной гетерогенности NK-клеток с 
использованием опубликованных данных scRNA-seq от hCMV-серопозитивных, серонегативных до-
норов и пациентов с COVID-19, с акцентом на кластер-специфические паттерны экспрессии генов. 
В работе применялся вычислительный pipeline на основе Seurat для интеграции и кластеризации дан-
ных высокого разрешения от hCMV-серопозитивных (n  =  5) и серонегативных (n  =  2) доноров, а 
также пациентов с COVID-19 (n = 2). Данные анализировали в Seurat 5 (R) после контроля качества, 
нормализации (SCTransform), интеграции (коррекция batch-эффектов) и кластеризации (UMAP). 
Проводили анализ дифференциальной экспрессии генов (критерии: тест Вилкоксона, log2FC > 0,25, 
p-adj < 0,05) с последующей аннотацией. У hCMV-серопозитивных доноров выявлено 12 транскрип-
ционно различных кластеров NK-клеток с KLRC2 (NKG2C)-зависимой организацией, где отдельные 
клоны демонстрировали либо повышенный цитотоксический потенциал (активация GZMB/GZMA), 
либо уникальные профили ингибиторных рецепторов (вариабельная экспрессия KIR). В серонега-
тивной группе обнаружена более простая клональная структура (9 кластеров) с уменьшенным раз-
нообразием KIR, но сохранением характерных эффекторных генетических сигнатур. У пациентов с 
COVID-19 выявлены различные клональные паттерны: у одного наблюдалась сниженная вариабель-
ность KLRC2 при выраженной экспрессии KLRC1 (NKG2A), тогда как у другого отмечалась гетеро-
генность KIR без вариаций KLRC2. Наше исследование демонстрирует существование различных 
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клональных популяций NK-клеток при hCMV-инфекции и COVID-19, характеризующихся дивер-
гентной экспрессией активирующих и ингибиторных рецепторов. Полученные данные раскрывают 
инфекционно-специфическую динамику клональных популяций NK- клеток, подчеркивая их адап-
тивный потенциал через дифференциальную экспрессию рецепторов в противовирусных ответах.

Ключевые слова: NK-клетки, scRNAseq, hCMV, COVID-19, NKG2, KIR

ANALYSIS OF CLONAL NK CELL POPULATIONS USING 
SINGLE-CELL TRANSCRIPTOMICS DATA
Ustiuzhanina M.O.a, b, c, Kovalenko E.I.a
a Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian 
Federation  
b Skolkovo Institute of Science and Technology, Moscow, Russian Federation  
c Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Natural killer (NK) cells represent a critical component of antiviral immunity, demonstrating 
remarkable adaptability during infections such as human cytomegalovirus (hCMV) and SARS-CoV-2. Recent 
advances in single-cell transcriptomics have revealed the clonally expanding NK cell populations with distinct 
functional profiles, blurring the traditional boundaries between innate and adaptive immunity. However, the 
functional heterogeneity and immunological significance of these clones remain incompletely understood. Our 
aim was to dissect clonal NK cell heterogeneity using published scRNA-seq datasets from hCMV-seropositive, 
seronegative, and COVID-19 patients, focusing on cluster-specific gene expression patterns. Our computational 
pipeline employed Seurat-based integration and high-resolution clustering of datasets from hCMV-seropositive 
(n = 5) and seronegative (n = 2) donors, along with COVID-19 patients (n = 2). We analyzed datasets using 
Seurat 5 in R. Quality-controlled data were normalized (SCTransform), integrated (batch-corrected), and 
clustered (UMAP). Differential gene expression (Wilcoxon test, log2FC > 0.25, p-adj < 0.05) and annotation 
were performed. In hCMV-seropositive individuals, we identified 12 transcriptionally distinct NK cell 
clusters exhibiting KLRC2 (NKG2C)-dependent organization, with specific clones showing either enhanced 
cytotoxic potential (marked by GZMB/GZMA upregulation), or unique inhibitory receptor profiles (variable 
KIR expression patterns). The hCMV-seronegative cohort displayed a simpler clonal structure with 9 clusters 
showing reduced KIR diversity but maintained distinct effector gene signatures. Analysis of COVID-19 patients 
revealed divergent clonal patterns: one patient showed reduced KLRC2 variability with prominent KLRC1 
(NKG2A) expression, while another exhibited KIR heterogeneity without KLRC2 variation. Our analysis 
reveals distinct clonal NK cell populations in hCMV and COVID-19 contexts, characterized by divergent 
expression of activating and inhibitory receptors. These findings demonstrate infection-specific dynamics of 
clonal NK cell populations, highlighting their adaptive potential through differential receptor expression in 
antiviral responses.

Keywords: NK cells, scRNAseq, hCMV, COVID-19, NKG2, KIR

The study was supported by the Russian Science 

Foundation grant No. 24-75-10136.

Introduction
Natural killer (NK) cells play a critical role in 

antiviral immune responses, including those against 

human cytomegalovirus (hCMV) [3, 7] infection and 

severe acute respiratory syndrome (COVID-19) [5, 8, 

9, 10]. In recent years, single-cell RNA sequencing 

(scRNA-seq) has revealed the heterogeneity of NK 

cells, including the existence of clonally expanded 
populations with unique transcriptional profiles [6].

During CMV infection in both mice and humans, 
memory NK cell populations emerge through clonal 
expansion. In mice, the clonal nature of memory NK 
cells was confirmed using retroviral barcoding with 
fluorescent labeling to track individual Ly49H+NK 
cells. After transfer into immunodeficient recipients 
followed by mCMV infection, these labeled 
Ly49H+NK cells underwent extensive proliferation, 
with some clones exceeding 10,000 cells [2].
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In humans, clonal expansion of adaptive 
NKG2C+NK cells were indicated by a distinct pattern 
of activating KIR receptors associated with self-antigen 
recognition [1]. Further insights were obtained using 
mitochondrial DNA mutation tracking, a method 
previously employed for clonal lineage analysis  [4]. 
Notably, T. Rückert et al. demonstrated that many large 
clusters identified by scATAC-Seq represent clonal 
NK cells [6]. These findings highlight the ability of NK 
cells to form clonal populations, aligning them more 
closely with adaptive immune cells and underscoring 
their role in long-term immune defense. 

However, the detailed characterization of these 
clones, including their functional properties and role 
in immune responses, remains poorly understood. In 
this study, we analyzed clonal NK cell populations 
using published scRNA-seq datasets. We identified 
and compared NK cell clusters in hCMV-seropositive 
and seronegative donors, as well as in COVID-19 
patients. Key differentially expressed genes associated 
with NK cell function were also determined.

Materials and methods
Data sources
The analysis was performed using publicly available 

single-cell RNA sequencing datasets obtained from 
the Gene Expression Omnibus database under 
accession numbers GSE197037 and GSE184329. 

Initial data processing
Initial data processing involved standard quality 

control measures to filter out low-quality cells, 
including those with abnormally high mitochondrial 
gene content or an insufficient number of detected 
genes. The data were then normalized using the 
SCTransform method implemented in Seurat 5. To 
account for technical variation between different 
samples and donors, we performed dataset integration 
function in Seurat 5, which effectively corrects for 
batch effects while preserving biologically relevant 
variation.

Computational analysis
For dimensionality reduction and visualization, 

we applied the UMAP algorithm with clustering 
resolutions set to 1.5 for hCMV datasets and 1.0 for 
COVID-19 datasets to optimally identify distinct cell 
populations. Differential gene expression analysis was 
conducted using the Wilcoxon rank-sum test with 
Benjamini-Hochberg multiple testing correction, 
applying thresholds of absolute log2 fold change 
greater than 0.25 and adjusted p-values below 0.05 
for statistical significance. Identified genes were 
subsequently annotated using Gene Ontology.

Software implementation
All analyses were conducted using R version 4.4.0, 

primarily utilizing the Seurat 5 package for single-cell 
data processing and analysis. Data visualization was 
achieved through ggplot2, while data manipulation 
and organization were performed using dplyr.

Results and discussion
Analysis of clonal NK cells in hCMV-seropositive 

and seronegative donors
The initial phase of our investigation focused 

on characterizing clonal NK cell populations 
using publicly available single-cell transcriptomics 
(scRNA- seq) data. We processed with the data from 
T. Rückert et al.  [6] that included NK cell profiles 
from five hCMV-seropositive and two hCMV-
seronegative donors. The original study had examined 
balanced mixtures of NKG2C+ and NKG2C-NK cell 
subpopulations (CD3-CD14-CD19-CD7+) at a 1:1 
ratio from each donor.

While following the general analytical approach 
of the original study, we introduced modifications 
including enhanced UMAP resolution parameters to 
improve detection of clonal structures. This refined 
analysis identified 12 distinct NK cell clusters in 
hCMV-seropositive donors (Figure  1A,  B), which 
were consistently present across all individuals but 
showed variable proportional representation. The 
hCMV-seronegative cohort exhibited 9 clusters with 
similar inter-individual variability (Figure 1C, D).

Focusing on clonal NK cell characterization, we 
particularly examined functionally relevant genes. In 
seropositive donors, UMAP separation was primarily 
driven by KLRC2 expression (encoding NKG2C) 
(Figure 1E). However, the 12 clusters demonstrated 
additional transcriptional differences. For instance, 
while both Cluster 2 and Cluster 0 showed low KLRC2 
expression, Cluster 2 displayed elevated CD38 and 
CD160 levels, compared to Cluster 0. The upregulation 
of those genes highlights the higher activation stage of 
those NK cells. Additionally, Cluster 2 has shown the 
downregulation of some inhibitory KIRs (KIR2DL3 
and KIR3DL1) (Figure  1E). That may suggest that 
such clusters of NK cells expressing different KIRs 
receptors may belongs to originally different clonal 
NK cells.

Among KLRC2-high clusters, Cluster 3 exhibited 
markedly increased expression of cytotoxic effector 
genes molecules GZMB and GZMA along with KLRG1 
compared to Cluster 1 (Figure 1E). Thus, NK cells 
from Cluster 3 are probably more cytotoxically active. 

Simmilar gene expression patterns were observed 
in seronegative donors (Figure 1F). While hCMV-
seropositive donors showed KLRC2-driven clustering, 
seronegative donors lacked this pattern and had 
reduced KIR expression (Figure  1F). However, all 
clusters retained distinct NK cell-associated gene 
signatures. (Figure  1F). Nevertheless, each cluster 
displayed a unique combination of NK cell-associated 
genes.

COVID-19 patient NK cell clonal analysis
We subsequently analyzed scRNA-seq data from 

M. Witkowski et al.  [11] on NK cell in COVID-19 
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Figure 1. Single-cell RNA sequencing analysis of 5 hCMV-seropositive and 2 hCMV-seronegative donors from [6]
Note. A, UMAP projection of NK cells from 5 hCMV-seropositive donors showing donor-specific groupings. B, UMAP projection of NK cells 
from 2 hCMV-seronegative donors displaying clusters for each donor in the integrated dataset. C, UMAP projection of NK cells from 2 hCMV-
seronegative donors illustrating donor groupings. D, UMAP projection of NK cells from 5 hCMV-seropositive donors showing clusters for each 
donor in the integrated dataset. Heatmaps depict normalized expression values of NK cell-associated genes that were differentially expressed  
in at least one cluster for (E) 5 hCMV-seropositive donors and (F) 2 hCMV-seronegative donors.
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patients, selecting two patients with the highest 
cell yields. After removing cells with elevated mito
chondrial gene expression and erythrocyte conta
minants, high-resolution UMAP projection revealed 
13 clusters in the data from first donor and 11 from the 
second (Figure 2A, B).

We performed comparable differential expression 
analysis of NK cell-associated genes across these 
identified clusters (Figure  2C,  D). For Patient  1, 
there was less variability in  KLRC2 gene expression 
compared to hCMV-seropositive donors, while 
the expression of  KLRC1 (encoding the inhibitory 
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Figure 2. Single-cell RNA sequencing analysis of NK cells from two patients from [11]
Note. UMAP projections showing NK cell clusters for (A) patient1 and (B) patient 2. Heatmaps display normalized expression values of NK cell-
associated genes differentially expressed in at least one cluster for (C) patient 1 and (D) patient 2.
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NKG2A receptor) was more pronounced (Figure  2C). 
Additionally, fewer KIRs were variable compared to 
hCMV-seropositive donors (Figure 2C). Moreover, 
Patient 2 did not show any variability in  KLRC1 
expression, while exhibiting high expression of KIRs, 
which varied among the clusters (Figure 2D).

Conclusion
Thus, our study revealed the infection-specific 

dynamics of clonal NK cell populations, highlighting 
their adaptive potential through differential receptor 
expression in antiviral responses.
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ПОЗИТИВНАЯ МОДИФИКАЦИЯ ЭФФЕКТОРНЫХ  
ФУНКЦИЙ И СУБПОПУЛЯЦИЙ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ 
ГРАНУЛОЦИТОВ CD64+CD32+CD16+CD11b+ 
И CD64-CD32+CD16+CD11b+ ПОД ВЛИЯНИЕМ 
АРГИНИЛ-αα-АСПАРТИЛ-ЛИЗИЛ-ВАЛИЛ-
ТИРОЗИЛ-АРГИНИНА В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VITRO 
У ИММУНОКОМПРОМЕТИРОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ ПРИ 
ИММУНОСТАРЕНИИ
Ковалева С.В., Поезжаев Е.А., Тетерин Ю.В., Пиктурно С.Н.
ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия

Резюме. Увеличение доли лиц пожилого и старческого возраста в человеческой популяции обуслов-
ливает актуальность проблемы возраст-ассоциированных заболеваний, в возникновении которых 
важнейшую роль играет иммуностарение. Нейтрофильные гранулоциты (НГ) в значительной мере 
подвержены данному процессу, что требует изучения изменений их функционирования при имму-
ностарении и разработки методов экспериментальной коррекции дисфункций НГ. Цель – уточнить 
характер дисфункций НГ при иммуностарении и оценить эффект влияния синтетического тимиче-
ского гексапептида (ГП) на эффекторные функции и субпопуляции CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ и 
CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ у лиц пожилого и старческого возраста. Исследованы 15 иммуноком-
прометированных пациентов 60-78 лет с ХОБЛ с затяжными и частыми обострениями (группа иссле-
дования 1, ГИ1) и 30 условно здоровых добровольцев 60-74 лет (группа сравнения, ГС): субпопуля-
ции НГ(%), экспрессирующие рецепторы CD64, CD32, CD16, CD11b, плотность экспрессии данных 
рецепторов (MFI), фагоцитарная и микробицидная функции НГ в интактной периферической крови 
(ГИ1) и после инкубации с ГП (10-6 г/л) в течение 60 минут при T 37 °C (ГИ1а). Выявлено увеличение 
содержания субпопуляции CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ и уменьшение содержания субпопуляции  
CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ в ГИ1 по отношению к ГС, повышение плотности экспрессии CD16 
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и снижение плотности экспрессии CD11b на НГ обеих субпопуляций. Кроме того, определяется на-
рушение фагоцитарной и NADPH-оксидазной активности НГ в ГИ1. Под влиянием ГП отмечаются 
высокая величина эффекта по снижению содержания CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ и повышению 
содержания CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ, повышению MFI CD11b на НГ обеих субпопуляций, пе-
реваривающей активности, стимулированной NADPH-оксидазной активности; средняя величина 
эффекта – снижение MFI CD16 и повышение активно фагоцитирующих НГ; низкая величина эф-
фекта в отношении параметров, характеризующих процессы поглощения и спонтанной NADPH-
оксидазной активности НГ. Показана позитивная модификация функционирования НГ под влия
нием ГП в эксперименте in vitro у иммунокомпрометированных пациентов при иммуностарении.

Ключевые слова: иммуностарение, хроническая обструктивная болезнь легких, иммунокомпрометированность, 
нейтрофильные гранулоциты, иммунокоррекция, гексапептид

IN VITRO POSITIVE MODIFICATION OF EFFECTOR FUNCTIONS 
AND SUBSETS OF CD64+CD32+CD16+CD11b+ AND  
CD64-CD32+CD16+CD11b+ NEUTROPHIL GRANULOCYTES 
FROM IMMUNOCOMPROMISED PATIENTS WITH 
IMMUNOSENESCENCE INDUCED BY ARGINYL-αα-ASPARTYL-
LYSYL-VALYL-TYROSYL-ARGININE 
Kovaleva S.V., Poezzhaev E.A., Teterin Yu.V., Pikturno S.N.
Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation

Abstract. The increasing proportion of elderly and senile individuals in human population causes a 
problem of age-associated diseases, with immunosenescence playing a key role. Neutrophil granulocytes 
(NG) are largely susceptible to this process, which requires studying changes in their functioning during 
immunosenescence and developing methods for experimental correction of NG dysfunctions. Our 
objective was to clarify the nature of NG dysfunctions during immunosenescence, and to evaluate the 
effect of synthetic thymic hexapeptide (HP) on the effector functions and CD64+CD32+CD16+CD11b+ 
and CD64-CD32+CD16+CD11b+ subsets of NG in elderly and senile individuals. The study involved 15 
immunocompromised patients aged 60-78 years with chronic obstructive lung disease (COPD), with prolonged 
and frequent exacerbations (study group 1, SG1), and 30 conditionally healthy volunteers aged 60-74 years 
(comparison group, CG). We have evaluated the NG subsets (%), i.e., cell subpopulations with CD64, CD32, 
CD16, CD11b receptors, expression density of these receptors (MFI), phagocytic and microbicidal functions 
of NG in intact peripheral blood (SG1) and after incubation with tested hexapeptide (10-6 g/L) for 60 minutes 
at 37 °C (SG1a). We have revealed an increased contents of CD64+CD32+CD16+CD11b+NG subset and a 
reduced content of the CD64-CD32+CD16+CD11b+NG subset in SG1 patients in comparison to comparison 
group, an increased density of CD16 expression along with decreased density of CD11b expression on NG of 
both subsets. Moreover, an impairment in phagocytic and NADPH-oxidase activity of NG was determined 
in SG1. Under the influence of the hexapeptide, we have noted a pronounced effect, i.e., a decreased content 
of CD64+CD32+CD16+CD11b+NG and increased number of CD64-CD32+CD16+CD11b+NG, higher MFI 
of CD11b on NG of both subsets, digestive functions, stimulated NADPH oxidase activity. The average 
effect was determined as a decreased MFI of CD16, and an increase in actively phagocyting NG. Low-level 
effect was registered by the absorption processes, and spontaneous NADPH-oxidase activity of NG. Positive 
modification of NG functioning under the influence of hexapeptide was shown in vitro upon incubation of 
NG from immunocompromised patients with immunosenescence.

Keywords: immunosenescence, chronic obstructive pulmonary disease, immunocompromise, neutrophilic granulocytes, 
immunocorrection, hexapeptide
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Введение
Неуклонное увеличение доли лиц пожилого и 

старческого возраста в человеческой популяции 
делает все более актуальной проблему профилак-
тики, диагностики и лечения возраст-ассоции-
рованных заболеваний и гериатрических син-
дромов, обусловливающих снижение качества 
жизни, способности к самообслуживанию и со-
кращение продолжительности жизни [7]. Извест-
но, что одним из главных факторов, приводящих 
к старению и определяющих его характер, явля-
ется возрастное изменение функционирования 
клеток и органов иммунной системы – иммуно-
старение. При этом оно может быть успешным 
(физиологическим) и характеризоваться высокой 
степенью адаптации иммунной системы к воз-
раст-ассоциированным изменениям и патологи-
ческим, приводящим к возникновению вторич-
ного иммунодефицита, который обусловливает 
развитие и утяжеляет течение возраст-ассоции-
рованных заболеваний [3]. Одними из эффектор-
ных клеток врожденного иммунитета являются 
нейтрофильные гранулоциты (НГ), претерпева-
ющие значительные изменения в процессе старе-
ния. Так, известно, что с возрастом нарушаются 
эффекторные функции НГ [9]. Однако сведения 
о характере наблюдаемых изменений остаются 
противоречивыми и не позволяют судить о ва-
риантах их дисфункций при иммуностарении. 
Кроме того, достаточно слабо изучен характер 
возможных фенотипических изменений НГ, ас-
социированных с пожилым и старческим возрас-
том, что затрудняет поиск возможных точек при-
ложения для фармакологического воздействия, 
направленного на коррекцию дисфункций НГ 
при иммуностарении. Именно поэтому являет-
ся актуальным уточнение вариантов изменений 
функционирования НГ, связанных с иммуно-
старением, выявление потенциальных мишеней 
для иммунотерапевтического воздействия и ис-
следование возможностей коррекции возникших 
дисфункций НГ в системе in vitro, что послужит 
экспериментальной моделью и обоснованием 
для последующих клинических исследований те-
рапевтической эффективности иммунотропных 
лекарственных препаратов при иммуностарении.

В свете изложенного представляется пер-
спективным ремоделирование дисфункций НГ 
при иммуностарении синтетическим тимиче-
ским гексапептидом аргинил-α-аспартил-лизил-
валил-тирозил-аргинином (ГП), представля-
ющим собой структурный аналог активного 
центра тимопоэтина. ГП оказывает плейотроп-
ное действие на различные клетки иммунной 
системы [1]. Подобно тимопоэтину, ГП взаимо-

действует с HLA-DR и никотиновыми ацетил-
холиновыми рецепторами (nAChRs) нейрональ-
ного типа на поверхности НГ, что модулирует их 
функциональную активность  [10]. Кроме того, 
ГП обладает антиоксидантным эффектом [2], что 
является несомненным преимуществом для его 
применения у лиц пожилого и старческого воз-
раста, так как известно, что одним из механизмов 
старения является оксидативный стресс [6].

Цель исследования  – уточнить характер дис-
функций НГ при иммуностарении и оценить 
эффект влияния синтетического тимического 
гексапептида на эффекторные функции и суб-
популяции НГ CD64+CD32+CD16+CD11b+ и  
CD64-CD32+CD16+CD11b+ у лиц пожилого и 
старческого возраста.

Материалы и методы
В исследование были включены 15 иммуно-

компрометированных пациентов в возрасте 60-
78 лет с хронической обструктивной болезнью 
легких (ХОБЛ) с затяжными и частыми обостре-
ниями  – 2-3 раза в год (группа исследования 1, 
ГИ1), а также 30 условно здоровых доброволь-
цев в возрасте 60-74 лет (группа сравнения, ГС). 
Проведено комплексное тестирование системы 
НГ периферической крови каждого исследуе
мого. Определялось процентное содержание 
субпопуляций НГ, одновременно экспрессиру-
ющих рецепторы CD64, CD32, CD16, CD11b, 
отвечающие за реализацию адгезии, фагоцито-
за, дегрануляции: CD64+CD32+CD16+CD11b+, 
CD64-CD32+CD16+CD11b+. Плотность экспрес-
сии изучаемых рецепторов оценивалась по зна-
чению среднего индекса флуоресценции (Mean 
fluorescence index, MFI).

Исследование фагоцитарной активности НГ 
включало в себя оценку процентного количества 
активно фагоцитирующих НГ (%ФАН), погло-
тительной способности НГ (фагоцитарное число 
(ФЧ), фагоцитарный индекс (ФИ)), переварива-
ющей способности НГ (процент переваривания 
(% П), индекс переваривания (ИП)).

NADPH-оксидазная активность НГ оце-
нивалась путем подсчета клеток с восстанов-
ленным формазаном на 100  НГ в спонтанном 
и стимулированном (индукция лабораторным 
штаммом № 209 S. aureus) NBT-тесте (%ФПКсп, 
%ФПКст) и расчета коэффициента мобилизации 
(КМ), определяемого как отношение %ФПКст 
к %ФПКсп. Изучаемые параметры функцио-
нирования НГ в ГИ определялись в интактной 
крови – ГИ1, а также после инкубации в течение 
60 минут при температуре 37 °C с ГП (10-6 г/л) – 
ГИ1а.
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Статистическая обработка полученных дан-
ных осуществлялась с помощью компьютерной 
программы Microsoft Excel 2016 и свободной про-
граммной среды вычислений R (v. 4.2.2). Количе-
ственные показатели проверялись на нормаль-
ность распределения с использованием критерия 
Шапиро–Уилка. Так как исследуемые данные не 
были нормально распределены, они представле-
ны в виде медианы с верхним и нижним кварти-
лями (Me (Q0,25-Q0,75)), а для сравнения количе-
ственных показателей в исследуемых выборочных 
совокупностях были использованы методы не-
параметрической статистики: U-критерий Ман-
на–Уитни для сравнения независимых выборок 
и W-критерий Вилкоксона для сравнения зави-
симых выборок. Для корректировки значения p 
с учетом множественных сравнений был приме-
нен контроль частоты ложных обнаружений по 
процедуре Бенджамини–Иекутиели. Различия 
считали статистически значимыми при p < 0,05. 
Кроме того, была оценена величина эффекта с 
помощью вычисления коэффициента ранговой 
бисериальной корреляции для связанных выбо-
рок. При его значении, равном 0, констатирова-
лось отсутствие эффекта, при значениях 0,1-0,3  
величина эффекта оценивалась как низкая,  
0,31-0,5 – как средняя, более 0,5 – как высокая.

Результаты и обсуждение
В результате изучения экспрессии рецепторов 

CD64, CD32, CD16, CD11b на НГ были выявлены 
две субпопуляции НГ: CD64+CD32+CD16+CD11b+ 
и CD64-CD32+CD16+CD11b+ (рис. 1). Содержание 
субпопуляции CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ  – 
мажорной, так как количество имен-
но этой субпопуляции преобладает в ГС 
(94,34 (89,61- 95,95)%), в ГИ1 составляет 81 
(62,81- 88,75)%, что статистически значимо ниже 
(p  =  0,0059), чем в ГС. Содержание субпопуля-
ции CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ – минорной, 
присутствующей в минимальных количествах 
в ГС (1,15 (0,65-3,1)%), в ГИ1 было статисти-
чески значимо выше, чем в ГС – 10  (5,8- 31,3)% 
(p  =  0,0012). Данные изменения соотношения 
субпопуляций НГ указывают на активацию НГ 
в условиях бактериальной инфекции. При этом 
характерна более высокая плотность экспрес-
сии CD16 как в мажорной субпопуляции НГ 
(74,1 (58,25-79,25) против 33,6 (9,97-45,4) в ГС, 
p  =  0,006), так и в минорной субпопуляции НГ 
(91,6 (68,25-98,45) против 28,4 (13,7-65,44) в ГС, 
p  =  0,0048). С одной стороны, это свидетельст
вует о повышенной цитотоксической активности 
НГ [4], что может служить компенсаторным из-
менением в ответ на сниженную фагоцитарную 

функцию, а с другой стороны, плотность экс-
прессии CD16 положительно коррелирует со сте-
пенью зрелости НГ, и ее повышение в совокупно-
сти со снижением плотности экспрессии CD62L 
указывает на старение НГ [8]. 

Кроме того, в ГИ1 отмечается более низ-
кая плотность экспрессии CD11b в обеих суб-
популяциях НГ: в мажорной субпопуляции  – 
12,6 (10,8- 14,78) против 32,3 (23,55-38,85) в ГС 
(p  =  0,0019), в минорной субпопуляции  – 15,3 
(13,15-16,55) против 31,1 (23,95-42,1) в ГС 
(p  =  0,0004), что свидетельствует о нарушении 
способности НГ к хемотаксису, миграции, адге-
зии, а при совместной работе с другими рецеп-
торами к фагоцитозу и антителозависимой кле-
точной цитотоксичности, что в совокупности 
приводит к дисрегуляции функциональной ак-
тивности НГ [5].

Показатели фагоцитарной активности НГ па-
циентов ГИ1 также демонстрируют значительные 
изменения по сравнению с ГС (рис.  2). Так, выяв-
лено статистически значимое снижение %ФАН 
(49 (38-58) %, p  =  0,006), ФЧ (3,19 (2,28-3,43), 
p  =  0,0025), ФИ (1,26 (0,96-2,05), p  =  0,0002), 
%П (34 (24,59-44,67) %, p  =  0,0029) и ИП (0,45 
(0,4- 0,6), p  =  0,0009) у пациентов ГИ1 относи-
тельно ГС (65 (62-79,5) %; 6,3 (4,5-6,7); 4,026 
(3,538-4,241); 58 (51,5-63) %; 2,28 (2,02-2,45) со-
ответственно), что свидетельствует о нарушении 
как поглотительной, так и переваривающей спо-
собности НГ в ГИ1. 

При этом показатели NADPH-оксидазной 
активности НГ в ГИ1 соответствуют уровню, от-
мечаемому в ГС. Так, %ФПКсп в ГИ1 (3 (1-8) %) 
по сравнению с ГС (3 (2-3,25) % статистически 
значимо не отличался (p  =  1,00), в отношении 
%ФПКст была отмечена статистически незначи-
мая (p = 0,397) тенденция к повышению в ГИ1 (10 
(4-42) %) по сравнению с ГС (5 (2,75-6) %), ко-
эффициент мобилизации в ГИ1 (2,94 (1,25- 4,33)) 
также статистически значимо не отличался 
(p  =  0,5516) от показателя ГС (1,55 (1,3-1,925)), 
что, учитывая наличие признаков бактериаль-
ной инфекции, говорит о неадекватном ответе 
микробицидных систем НГ и нарушении про-
дукции активных форм кислорода, отсутствии 
резервного мобилизационного потенциала.

После инкубации с ГП процентное содержа-
ние мажорной субпопуляции НГ в ГИ1а повыси-
лось (p  =  0,0492, rrb  =  0,73 (95% ДИ: 0,42-1,00)) 
и составило 93,56 (81,19-95,00) %, статисти-
чески значимо не отличаясь от показателя ГС 
(p  =  0,756). Процентное содержание минорной 
субпопуляции НГ после инкубации снизилось с 
высокой величиной эффекта (rrb = 0,63 (95% ДИ: 
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Рисунок 1. Процентное содержание и фенотипические характеристики CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ (А) 
и CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ (Б)
Figure 1. Percentage and phenotypic characteristics of CD64-CD32+CD16+CD11b+NG (A) and CD64+CD32+CD16+CD11b+NG (B)
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0,26- 1,00), p = 0,1198) и соответствовало уровню 

ГС (p = 0,066), что указывает на позитивный эф-

фект в виде изменения соотношения субпопуля-

ций НГ под действием ГП в сторону преоблада-

ния мажорной субпопуляции НГ, как и в ГС.

Кроме того, в ГИ1а отмечалась высо-

кая величина эффекта  – повышение плотно-

сти экспрессии CD11b на НГ субпопуляции  

CD64-CD32+CD16+CD11b+ (14,78 (12,62-17,16), 

p  =  0,2273, rrb  =  0,6 (95% ДИ: 0,21-1,00)) и суб-

популяции CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ (18,1 

(11,49-19,11), p = 0,3408, rrb = 0,56 (95% ДИ: 0,15-
1,00)), которое, однако, не достигло уровней ГС.

Также выявлено статистически незначи-
мое снижение MFI CD16 в ГИ1а со средней 
величиной эффекта как на НГ субпопуляции 
CD64-CD32+CD16+CD11b+ (69,50 (56,50-75,95), 
p = 0,7841, rrb = 0,33 (95% ДИ: -0,14-1,00)), так и 
на НГ субпопуляции CD64+CD32+CD16+CD11b+ 
(82,80 (65,75-90,55), p = 0,614, rrb = 0,38 (95% ДИ: 
-0,08-1,00)).

Важно отметить, что инкубация с ГП спо-
собствовала частичному восстановлению фаго-
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цитарной функции НГ, о чем свидетельствует 
статистически значимое выраженное повыше-
ние переваривающей способности НГ: %П (60 
(56,95- 64,24) %, p  =  0,0049, rrb  =  0,96 (95% ДИ: 
0,88-1,00)) и ИП (0,96 (0,8-1,29), p  =  0,004, 
rrb  =  0,98 (95% ДИ: 0,94-1,00)). При этом повы-
шение %ФАН (50 (47- 65) %, p = 0,6366, rrb = 0,4 
(95% ДИ: -0,1-1,00)) имело среднюю степень 
выраженности эффекта, а повышение ФЧ (3,39 
(2,65- 4,26), p = 1,00, rrb = 0,25 (95% ДИ: 0,25- 1,00)) 
и ФИ (1,51 (1,35-2,59), p  =  1,00, rrb  =  0,25 (95% 
ДИ: -0,25-1,00)) имело низкую величину и не 
являлось статистически значимым, что может 
быть обусловлено сохраняющимся нарушением 
процессов захвата бактериального антигена у па
циентов ГИ1а.

Инкубация с ГП не привела к существенным 
изменениям NADPH-оксидазной активности 
НГ в спонтанном NBT-тесте, на что указывает 
отсутствие статистически значимых различий 
между %ФПКсп в ГИ1 до (3 (1-8) %) и после ин-
кубации (8 (1-10) %, p = 1,00, rrb = 0,22 (95% ДИ: 
0,28-1,00)). Однако под влиянием ГП NADPH-
оксидазная активность НГ в ответ на стимуля-
цию улучшилась, о чем говорит высокая вели-
чина повышения %ФПКст в ГИ1а (19 (12-58) %, 
p = 0,4817, rrb = 0,5 (95% ДИ: 0,03-1,00)) и наме-
тилась тенденция к восстановлению резервного 
микробицидного потенциала.

Заключение
Таким образом, у иммунокомпрометиро-

ванных пациентов пожилого и старческого 

возраста с ХОБЛ выявлено изменение соот-
ношения субпопуляций НГ, выражающееся 
в увеличении доли минорной субпопуляции 
CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ, свидетельствую-
щей о наличии бактериальной инфекции и не-
благоприятном течении ХОБЛ с частым реци-
дивированием и затяжным течением вследствие 
отсутствия своевременного клиренса бактери-
альных антигенов и поддержания воспалитель-
ного процесса. Фенотипические изменения суб-
популяций НГ CD64+CD32+CD16+CD11b+ и 
CD64-CD32+CD16+CD11b+ ассоциированы с 
повышением плотности экспрессии CD16 – ре-
цептора, увеличение экспрессии которого может 
свидетельствовать об активации клеток и в то 
же время быть признаком зрелости НГ, а также 
снижением плотности экспрессии CD11b. Пере-
распределение экспрессии поверхностных мем-
бранных рецепторов на НГ существенно влияет 
на функциональный эффекторный потенциал 
НГ, снижая фагоцитарную и микробицидную 
функции у пациентов с ХОБЛ. При оценке ве-
личины эффекта влияния ГП в системе in vitro на 
НГ отмечалась высокая величина эффекта – по-
вышение содержания мажорной субпопуляции 
НГ и снижение содержания минорной субпо-
пуляции НГ, повышение плотности экспрессии 
CD11b на НГ обеих субпопуляций, повышение 
переваривающей активности НГ (%П, ИП), по-
вышение NADPH-оксидазной активности НГ 
в ответ на стимуляцию, средняя величина эф-
фекта  – снижение плотности экспрессии CD16 
и повышение количества активно фагоцити-
рующих НГ, низкая величина эффекта выявле-

Рисунок 2. Показатели фагоцитарной и микробицидной эффекторных функций НГ в ГИ1, ГИ1а и ГС
Figure 2. Indicators of phagocytic and microbicidal effector functions of NG in SG1, SG1a and CG
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на в отношении параметров, характеризующих 
процессы захвата при фагоцитарной реакции, а 
также спонтанной NADPH-оксидазной актив-
ности НГ. Исследованиями продемонстрирована 
позитивная модификация функционирования 
НГ под влиянием ГП в эксперименте in vitro, со-
провождающаяся восстановлением соотношения 
субпопуляций CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ и 
CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ и ремоделирова-

нием их фенотипа на фоне улучшения эффек-

торных функций НГ, что позиционирует воз-

можность использования ГП для направленной 

коррекции дисфункций НГ при иммуностарении 

и дальнейшие перспективы для проведения кли-

нических исследований по применению фарм-

препарата ГП у иммунокомпрометированных па-

циентов пожилого и старческого возраста.
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ТРАНСДУЦИРОВАННЫЕ HER2-CAR-NK-КЛЕТКИ 
ПРОЯВЛЯЮТ ПОВЫШЕННУЮ ЦИТОТОКСИЧЕСКУЮ 
АКТИВНОСТЬ ПРОТИВ HER2-ПОЗИТИВНЫХ  
ОПУХОЛЕЙ
Алексеева Н.А., Стрельцова М.А., Вавилова Ю.Д., Деев С.М., 
Коваленко Е.И.
ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия

Резюме. Таргетное воздействие адоптивными иммунными клетками – один из современных и ак-
тивно развивающихся подходов к терапии солидных опухолей. Экспрессия рецептора эпидермально-
го фактора роста HER2 свойственна для 20% опухолей молочной железы и сопряжена с негативным 
исходом заболевания. В связи с этим актуальной является задача по получению HER2-специфических 
клеточных эффекторов, несущих химерный рецептор CAR. NK-клетки, или натуральные киллеры, 
являются перспективной основой для создания противораковых эффекторов. Они обладают широким 
арсеналом активирующих рецепторов, способных распознавать опухоль-ассоциированные маркеры, 
а также, в отличие от T-клеток, не инициируют реакцию «трансплантат против хозяина». Целью дан-
ного исследования являлось получение CAR-NK-клеточных эффекторов, способных таргетно эли-
минировать HER2-позитивные опухолевые мишени. NK-клетки для последующих экспериментов 
были получены методом негативной магнитной сепарации из периферических мононуклеаров, вы-
деленных из крови добровольцев посредством центрифугирования в градиенте плотности. Модифи-
кация NK-клеток, активированных IL-2 и фидерными клетками K562-mbIl21, проводилась методом 
ретровирусной трансдукции. Для накопления ретровирусных частиц, несущих конструкцию HER2-
CAR, были использованы предварительно трансфицированные клетки Phoenix Ampho. В качестве 
антигенраспознающего домена была использована молекула DARPin 9-29-HER2, обладающая аф-
финностью к дистальному I домену HER2. Доля трансдуцированных NK-клеток оценивалась по экс-
прессии репортерного белка GFP, выход рецептора HER2-CAR на поверхность клеточной мембраны 
детектировался по экспрессии внеклеточного домена c-Myc. Функциональная активность получен-
ных HER2-CAR-NK-клеток оценивалась методом проточной цитометрии по уровню дегрануляции 
и продукции IFNγ в присутствии HER2-позитивных мишеней BT-474. Чтобы оценить литическую 
активность HER2-CAR-NK-клеток, методом клеточной сортировки были получены культуры HER2-
CAR экспрессирующих GFP+NK-клеток и немодифицированных GFP-NK-клеток. Лизис мишеней 
BT-474 оценивали по высвобождению кальцеина при инкубации с HER2-CAR и GFP- эффекторами. 



902

Alekseeva N.A. et al.
Алексеева Н.А. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

Все модифицированные GFP+NK-клетки были способны экспрессировать рецептор HER2-CAR на 
поверхности клеточной мембраны. HER2-CAR-NK-клетки отличались более высоким уровнем де-
грануляции и продукции IFNγ по сравнению с GFP- нетрансдуцированными NK-клетками. Также 
несущие рецептор HER2-CAR NK-клетки обладали более высокой литической активностью в отно-
шении BT-474. Таким образом, посредством генетической модификации на основе первичных NK-
клеток нами были получены высокоэффективные агенты HER2-CAR-NK, способные таргетно рас-
познавать HER2-позитивные опухолевые клетки и реализовывать в их присутствии цитотоксический 
и цитокинпродуцирующий потенциал. Расширение арсенала клеточных эффекторов, направленных 
на лечение HER2-позитивных опухолей молочной железы, позволит в перспективе увеличить потен-
циал персонифицированной терапии опухолей.

Ключевые слова: NK-клетки, химерный антигенный рецептор, CAR, HER2, DARPin, солидные опухоли

HER2-CAR-NK CELLS EXHIBIT ENHANCED CYTOTOXIC 
ACTIVITY TOWARDS HER2-POSITIVE TUMORS
Alekseeva N.A., Streltsova M.A., Vavilova Yu.D., Deyev S.M., 
Kovalenko E.I.
Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

Abstract. Targeting of adoptive immune cells is among modern approaches to therapy of solid tumors. 
Expression of an epidermal growth factor receptor HER2 is a common finding (20% of breast tumors) and is 
associated with a negative outcome. In this regard, obtaining HER2-specific effector cells carrying a chimeric 
CAR receptor is a relevant task. NK cells have a wide spectrum of activating receptors capable of recognizing 
tumor-associated markers and do not initiate a graft-versus-host reaction. The goal of this study was to obtain 
effector CAR-NK cells capable of eliminating the HER2-positive tumor targets. The NK cells were obtained by 
negative magnetic separation from peripheral mononuclear cells isolated from volunteers’ blood using density 
gradient centrifugation. Activated NK cells were modified by retroviral transduction. Preliminarily transfected 
Phoenix Ampho cells were used to accumulate retroviral particles carrying HER2- CAR construct. The DARPin 
9-29-HER2 molecule with affinity for the HER2 distal domain I was used as the antigen-recognizing domain. 
The proportion of transduced NK cells was measured by means of GFP reporter protein expression. The 
surface emergence of HER2-CAR receptors was detected by expression of the c-Myc extracellular domain. All 
modified GFP+NK cells were capable of expressing HER2-CAR receptors on the cell membrane. Functional 
activity of HER2-CAR NK cells was measured using flow cytometry, by degranulation intensity and IFNγ 
production in the presence of HER2-positive target cells BT-474. To assess lytic activity of HER2-CAR NK 
cells, the cultures of HER2-CAR-expressing GFP+NK cells and unmodified GFP-NK cells were obtained by 
cell sorting. Lysis of BT-474 targets was measured by calcein release upon incubation with HER2-CAR and 
GFP- effectors. HER2-CAR NK cells were characterized by higher levels of degranulation and IFNγ production 
compared to GFP-NK cells. Moreover, HER2-CAR-NK cells had higher lytic activity towards BT-474. Thus, 
by means of genetic modification based on primary NK cells, we obtained highly effective HER2-CAR-NK 
agents capable of HER2-positive target recognition and possessing cytotoxic and cytokine-producing potential 
in presence of tumor cells. Expanding the variety of cellular effectors aimed at treating HER2-positive breast 
tumors will increase the potential of personalized tumor therapy in the future.

Keywords: NK cells, chimeric antigen receptor, CAR, HER2, DARPin, solid tumors
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Введение
Среди злокачественных опухолей рак молоч-

ной железы занимает второе место по встреча-
емости среди всей популяции людей в целом и 
первое место среди женщин. Около 20% опухо-
лей молочной железы характеризуются высоким 

уровнем экспрессии рецептора эпидермального 
фактора роста HER2 (Her-2/neu, ERBB2), нали-
чие которого сопряжено с краткими ремиссиями 
и высоким риском летального исхода [1]. Одним 
из подходов к таргетной терапии опухолей яв-
ляется адоптивная терапия CAR-лимфоцитами, 
несущими химерные рецепторы CAR, специфи-
чески распознающие опухолевые антигены. Пре-
параты на основе HER2-специфичных CAR-T-
клеток, нацеленных на клетки рака молочной 
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железы, находятся на стадии клинических ис-
пытаний  [2]. Однако NK-клетки, в отличие от 
T-клеток, не индуцируют реакцию трансплан-
тат против хозяина  [3, 4]. На основе клеточной 
линии лимфомы NK-92 получены эффекторы 
HER2-CAR-NK92, способные элиминировать 
HER2-позитивные опухолевые клетки [5]. NK- 92 
требуют предварительного облучения перед 
применением в клинике и характеризуются вы-
соким уровнем экспрессии ингибирующего 
рецептора NKG2A, что может приводить к сни-
женной цитотоксической активности в отноше-
нии HLA-E-экспрессирующих мишеней. NK-
клетки периферической крови, в свою очередь, 
включают пул зрелых высокотоксичных клеток 
и не требуют предварительного облучения [6, 7]. 
Эти свойства делают NK-клетки перифериче-
ской крови перспективной основой для созда-
ния HER2-специфичных CAR-эффекторов для 
персонифицированной терапии рака молочной 
железы. Нами были получены HER2-CAR-NK-
клетки на основе предварительно активирован-
ных in vitro NK-клеток периферической крови. 
В  качестве антиген-распознающего домена ре-
цептора CAR была использована антителоподоб-
ная молекула DARPin 9-29-HER2, обладающая 
высокой аффинностью к дистальному I домену 
HER2, стабильной структурой и меньшими раз-
мерами по сравнению с scFc-доменами полно-
размерных антител [8, 9]. Мы также показали, что 

полученные HER2-CAR-NK-клетки отличаются 
высокой цитотоксической активностью и высо-
кой продукцией IFNγ в отношении HER2- по-
зитивной линии рака молочной железы BT-474, 
по сравнению с немодифицированными NK-
клетками.

Материалы и методы
NK-клетки были изолированы методом не-

гативной магнитной сепарации (Miltenyi Biotec, 
Германия) из PBMC, предварительно получен-
ных посредством центрифугирования в гради-
енте плотности. NK-клетки культивировались в 
среде из 50% NK MACS Medium (Miltenyi Biotec, 
Германия) и полной среды DMEM (НПП «Пан
Эко», Россия) (с 10%-ной фетальной бычьей 
сывороткой, 2 мМ L-глутамина и антибиотика-
ми-антимикотиками (1/100)), и активировались 
облученными (100  Гр) фидерными клетками 
K562-mbIL21 и 100  Ед/мЛ IL-2 (Hoffmann La-
Roche, Швейцария) в течение 3-5 дней при 5% 
CO2, 37  °C. Клеточные линии Phoenix Ampho и 
BT-474 культивировались в полной среде DMEM, 
5% CO2, 37  °C. Вектор GFP-9-29-HER2-CAR 
(далее – HER2-CAR) состоит из: DARPin 9-29 – 
модуля распознавания антигена; EF1a  – кон-
ститутивного человеческого промотора hEF1a; 
c-myc – внеклеточного фрагмента для детекции 
CAR; IgG1  – модуля-пространства из человече-
ского IgG1; CD28-CD3 cyto – сигнального реги-

Рисунок 1. Получение HER2-CAR-NK-клеток
Примечание.  А – доля трансдуцированных GFP+NK-клеток, несущих конструкцию HER2-CAR. Б – демонстрация выхода 
рецептора HER2-CAR на поверхность клеточной мембраны трансдуцированных GFP+NK-клеток по уровню экспрессии 
внеклеточного домена HER2-CAR (c-Myc).
Figure 1. Obtaining of HER2-CAR-NK cells
Note. A, the proportion of transduced GFP+NK cells carrying the HER2-CAR construct. B, demonstration of the release of the HER2-CAR receptor 
onto the surface of the cell membrane of transduced GFP+NK cells by the expression level of HER2-CAR extracellular domain (c-Myc).
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Рисунок 2. Функциональная активность HER2-CAR-NK-клеток при инкубации с HER2+ мишенями BT-474
Примечание. А – уровень экспрессии HER2 на поверхности клеток-мишеней BT-474. Б – доля дегранулировавших CD107a+, HER2-
CAR-NK-клеток (GFP+) и GFP- NK-клеток при инкубации с HER2+ мишенями BT-474. В – доля HER2-CAR-NK-клеток (GFP+) и GFP-NK-
клеток, продуцирующих IFNγγ при инкубации c BT-474. Г – доля лизированных BT-474 при инкубации с HER2-CAR-NK-клетками 
(GFP+) и GFP-NK-клетками. Данные представлены в виде среднее ± SD, статистический анализ данных проведен посредством 
t-теста Стьюдента, * – p < 0,05.
Figure 2. Functional activity of HER2-CAR-NK cells upon incubation with HER2+BT-474 targets
Note. A, the level of HER2 expression on the surface of BT-474 target cells. B, the proportion of degranulated CD107a+, HER2-CAR-NK cells 
(GFP+) and GFP-NK cells upon incubation with HER2+BT-474 targets. C, the proportion of HER2-CAR-NK cells (GFP+) and GFP-NK cells 
producing IFNγ upon incubation with BT-474. D, the proportion of lysed BT-474 upon incubation with HER2-CAR-NK cells (GFP+) and GFP-NK 
cells. Data are presented as mean ± SD, statistical analysis of data was performed using Student’s t-test; *, p < 0.05.
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она; GFP – репортерного белка. Ретровирусный 
вектор GFP-9-29-HER2-CAR был псевдотипи-
рован плазмидой с гликопротеином оболочки 
RD-114. Плазмиды были сотрансфицированы в 
соотношении 2:1. Трансфекция линии Phoenix 
Ampho (любезно предоставлена д.б.н., профессо-

ром Александром Филатовым (Институт Имму-
нологии, Россия), проводилась в чашках Петри, 
обработанных поли-L-лизином (0,5  мг/мл), с ис-
пользованием набора для трансфекции на основе 
кальций-фосфата в среде DMEM c 3% FBS. Су-
пернатанты c ретровирусными векторами соби-



905

HER2-специфичные CAR-NK-клетки
HER2-directed CAR-NK cells2025, Vol. 28, № 4

2025, Т. 28, № 4

рались через 48 часов и концентрировались уль-
трацентрифугированием. Трандукция NK-клеток 
проводилась в планшетах, обработанных рас-
твором ретронектина с концентрацией 20  нг/ мл 
(Clontech/Takara, США). Эффективность транc
дукции оценивалась по флуоресценции GFP и 
экспрессии поверхностного c-myc с помощью 
проточной цитометрии через 3-5 дней после 
трансдукции. Дегрануляция и продукция IFNγ 
NK-клетками оценивалась с помощью проточной 
цитометрии (LongCyte, Challenbio). NK-клетки 
инкубировались с BT-474 в полной среде DMEM, 
с добавлением антител anti-CD107a-PE (Miltenyi 
Biotec, Германия) и брефелдином A (10  мкг/мл, 
Invitrogen, США) E:T = 1:1, t = 2,5 ч, 37 °C, 5% CO2. 
Уровень внутриклеточной продукции оценивал-
ся посредством внутриклеточного окрашивания 
антителами IFNγ-PE (Miltenyi Biotec, Германия) 
NK-клеток после инкубации с BT-474 в течение 
4 часов, E:T = 1:1. HER2-CAR- NK-клетки были 
отсортированы с использованием клеточного со-
ртировщика FACSVantage DiVa (Becton Dickinson, 
США) для получения фракций GFP- и GFP+. Ли-
тическая активность HER- CAR-NK-клеток и 
GFP-NK-клеток оценивалась по высвобождению 
кальцеина (λexc  =  490 нм и λem  =  510-570  нм, 
спектрофлуориметр Glomax Multi (Promega, 
США)) в супернатант клетками BT-474, которые 
были предварительно маркированы Calcein-AM 
(2,5 мкМ) (Biozol, Германия). E:T = 1:1, t = 4 часа, 
37 °C, 5% CO2. Отрицательный контроль (neg) – 
интактные клетки BT-474, положительный 
(pos)  – клетки BT-474, лизированные 1% Triton 
X-100 (Am-O694-0.1, США). Долю лизированных 
клеток определяли по формуле: % = 100 × (MFI – 
MFIneg) / (MFIpos – MFI).

Результаты и обсуждение
NK-клетки периферической крови, предвари-

тельно активированные in vitro, были трансдуци-
рованы ретровирусным вектором, содержащим 
конструкцию HER2-CAR. Доля трансдуциро-
ванных клеток в культуре была оценена по экс-
прессии репортерной молекулы GFP, включен-
ной в генетическую конструкцию HER2-CAR 
(рис.  1А). Также по экспрессии внеклеточного 
домена HER2-CAR c-Myc был подтвержден вы-

ход рецепторов CAR на поверхность во всех 
трансдуцированных GFP+NK-клетках (рис. 1Б).

Функциональная активность полученных 
HER2-CAR-NK-клеток была исследована в от-
ношении HER2-экспрессирующей линии рака 
молочной железы BT-474. Посредством проточ-
ной цитометрии был оценен уровень экспрессии 
HER2 на поверхности клеток-мишеней BT-474 – 
клетки обладали высоким уровнем экспрессии 
таргетной молекулы (рис. 2А). При коинкубации 
с BT-474 во фракции HER2-CAR-NK-клеток 
(GFP+) наблюдалась большая доля дегранулиру-
ющих клеток CD107a+ по сравнению с немоди-
фицированными GFP-NK-клетками (рис.  2Б). 
Также HER2-CAR-NK-клетки отличались более 
выраженной продукцией IFNγ по сравнению с 
GFP-NK-клетками (рис. 2В). Посредством каль-
цеинового теста была детектирована повышен-
ная литическая активность модифицированных 
HER2-CAR-NK-клеток (рис. 2Г). В то же время, 
немодифицированные GFP-NK-клетки также 
были способны лизировать опухолевые мише-
ни, дегранулировать и продуцировать IFNγ в их 
присутствии (рис.  2Б, В, Г). Помимо взаимодей-
ствия CAR и таргетной молекулы HER2 множе-
ство осей рецептор-лиганд принимают участие 
в противоопухолевой реакции NK-клеток, что 
обеспечивает сохранение противоопухолево-
го потенциала NK-клеток против гетерогенных 
опухолей или при потере экспрессии HER2. Так, 
например, известно, что в элиминации BT-474 
принимают участие высокодифференцирован-
ные CX3CR1+NK-клетки, а менее дифферен-
цированные NKG2D+NK-клетки вносят менее 
выраженный вклад [10]. Также BT-474 несут две 
аллели HLA-C1, что делает их более восприим-
чивыми к NK-клеткам, не экспрессирующим 
ингибирующие рецепторы KIR2DL2/3, которые 
присутствуют в пуле NK-клеток периферической 
крови большинства индивидов [11]. 

Заключение
Таким образом, на основе активированных 

первичных NK-клеток, обладающих натураль-
ной противоопухолевой активностью, были по-
лучены HER2-направленные CAR-NK-клетки. 
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ВНЕКЛЕТОЧНАЯ ДНК В КРОВИ МЫШЕЙ ПРИ  
Th1- И Th2-ЗАВИСИМОМ ВАРИАНТЕ РАЗВИТИЯ  
ХРОНИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ «ТРАНСПЛАНТАТ  
ПРОТИВ ХОЗЯИНА»
Гаврилова Е.Д., Гойман Е.В., Демченко Е.Н., Вольский Н.Н.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Согласно общепринятым сегодня представлениям, уровни внеклеточной ДНК у пациентов 
с различными патологиями значительно отличаются в зависимости от выраженности у них системного 
воспаления. Одним из факторов, непосредственно связанных с механизмами развития воспалитель-
ного процесса, является преобладание Th1- или Th2-зависимых иммунных реакций при развитии за-
болевания. Целью данной работы являлось изучение влияния Th1/Th2-баланса на уровень внеклеточ-
ной ДНК в крови экспериментальных животных в модельной системе развития хронической реакции 
«трансплантат против хозяина». Хроническая РТПХ индуцировалась переносом лимфоидных клеток 
от мышей линии DBA мышам-гибридам первого поколения (C57Bl/6xDBA/2)F1. У одной части подо-
пытных животных преобладание Th1-зависимого варианта приводило к возникновению выраженного 
иммунодефицитного состояния, в то время как у другой части мышей проявляется Th2-зависимый 
вариант этого иммунопатологического процесса с формированием в конечном итоге иммуноком-
плексного гломерулонефрита. Внеклеточная ДНК измерялась в разных временных точках развития 
хронической реакции «трансплантат против хозяина». Показано, что в группе мышей при индукции 
хРТПХ уже на ранних сроках наблюдается увеличение уровня вкДНК в плазме крови, при этом кон-
центрация вкДНК, связанная с мембраной клетки, остается неизменной. К моменту формирования 
клинических исходов хРТПХ, в случае Th1-зависимомого варианта концентрации вкДНК не отлича-
ются от соответствующих значений в группе животных с сингенным переносом. Полученные данные 
свидетельствуют о том, что доминирование активности Th1-лимфоцитов не приводит к повышению 
уровня вкДНК в крови. У другой группы животных, с преобладанием иммунопатологического процес-
са, проходящего по Th2-зависимому пути, обнаруживается значительное повышение уровня вкДНК в 
крови обусловленное, по-видимому, развитием иммунокомплексного гломерулонефрита. Таким обра-
зом, предшествовавшее преобладание активности Th2-лимфоцитов не предотвращает возникновения 
нефрита, сопровождающегося увеличением уровня вкДНК. 

Ключевые слова: внеклеточная ДНК, экспериментальная модель, хроническая реакция «трансплантат против хозяина», 
cистемная красная волчанка, Th1/Th2-баланс, воспаление
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СELL-FREE DNA IN BLOOD OF MICE WITH Th1- AND Th2-
DEPENDENT VARIANTS OF CHRONIC GRAFT-VERSUS-HOST 
DISEASE
Gavrilova E.D., Goiman E.V., Demchenko E.N., Volskiy N.N.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. According to current concepts, the levels of extracellular DNA (cfDNA) in patients with various 
disorders may significantly depend on the severity of their systemic inflammation. Predominance of Th1- or 
Th2-dependent immune responses during the disease development is directly related to the mechanisms of 
emerging inflammatory process. The aim of this work was to study the effect of Th1/Th2 balance on the cfDNA 
levels in blood of experimental animals using an animal model chronic graft-versus-host disease (cGVHD). 
This condition was induced by transferring lymphoid cells from DBA mice to the first-generation hybrid 
mice (C57Bl/6xDBA/2)F1. In a subgroup of animals, the predominance of Th1-dependent variant led to a 
pronounced immunodeficiency state. In other subgroup, this immunological disorder manifested as a Th2-
dependent variant, ultimately resulting in the formation of immune complex glomerulonephritis. Cell-free 
DNA (cfDNA) was measured at different time points during the development of cGVHD. We have shown 
that in a subgroup of mice, an increased level of plasma cfDNA was observed as soon as at early stages upon 
induction of cGVHD, whereas the contents of cell membrane-associated cfDNA remained unchanged. By the 
time of registering clinical outcomes of cGVHD, in the case of the Th1-dependent variant, the concentrations 
of cfDNA do not differ from appropriate values in the animals subjected to syngeneic transplant. The data 
obtained suggest that the dominance of Th1 lymphocyte activity does not lead to increased cfDNA level in 
murine blood. In another group of animals, with a predominance of the immunopathology developing via Th2-
dependent pathway, a significantly increased level of cfDNA in blood is found, apparently, due to development 
of immune complex-associated glomerulonephritis. Thus, the preceding dominance of Th2 lymphocyte activity 
does not prevent the occurrence of nephritis, accompanied by increased cfDNA levels.

Keywords: extracellular DNA, experimental model, chronic graft-versus-host disease, systemic lupus erythematosus, Th1/Th2 
balance, inflammation

Научное исследование проведено с использо-
ванием денежных средств государственного зада-
ния (регистрационная карта № 124112700049-9).

Введение
Ранее нами было обнаружено, что концентра-

ция внеклеточной ДНК (вкДНК) в плазме крови 
больных с бронхиальной астмой (БА) снижена 
по сравнению с ее содержанием в крови условно 
здоровых доноров [3], в отличие от повышения ее 
уровня, показанного при других патологических 
состояниях  [1,  2]. В этом отношении пациенты 
с БА радикально отличаются от параллельно об-
следованной нами группы больных, страдающих 
ревматоидным артритом (РА), у которых данный 
показатель существенно повышен по сравнению 
со здоровыми лицами, и его повышение тесно 
связано со степенью выраженности патологи-
ческого процесса у индивидуальных больных. 
Поскольку, согласно общепринятым сегодня 
представлениям, патогенез РА в значительной 

степени определяется Th1-зависимыми иммун-
ными реакциями, а в развитии клинической кар-
тины БА основную роль играют Th2-зависимые 
иммунные процессы, естественно предполо-
жить, что наблюдаемое у пациентов с РА уве-
личение концентрации вкДНК в плазме крови 
может быть связано с преобладанием при этом 
заболевании эффектов, вызываемых активно-
стью хелперов первого типа. С  другой стороны, 
исследованные группы пациентов с БА и РА рез-
ко отличаются по степени выраженности у них 
системного воспаления. Если при РА содержание 
в крови С-реактивного белка (СРБ)  – базового 
показателя активности воспалительных процес-
сов – составляло в среднем 17,5 мг/мл (в норме 
до 5 мг/мл), то при БА лишь у отдельных боль-
ных концентрация СРБ выходила за границы 
нормы, а в среднем составляла 2,5 мг/ мл. Таким 
образом, отличия в уровнях вкДНК у больных БА 
и РА могут также объясняться воздействием на 
величину этого параметра неких факторов, непо-
средственно связанных с механизмами развития 
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воспалительных процессов. В пользу этого пред-
положения говорит и тот факт, что у больных РА 
содержание вкДНК в плазме крови положитель-
но коррелирует с показателями воспалительной 
активности [4], причем эта связь подтверждается 
и данными других авторов [5].

В настоящее время конкретные патофизио-
логические механизмы, обусловливающие из-
менения концентрации вкДНК в крови при раз-
личных заболеваниях, еще не выяснены, и выбор 
между указанными причинами ее оппозитных 
значений при БА и РА может быть лишь пред-
положительным. Целью данной работы являлось 
изучение возможного влияния Th1/Th2-баланса 
на уровень внеклеточной ДНК в крови экспери-
ментальных животных в модельной системе раз-
вития хронической реакции «трансплантат про-
тив хозяина» (хРТПХ). 

Как давно было установлено в нашей лабора-
тории, хРТПХ, индуцированная переносом лим-
фоидных клеток от мышей линии DBA мышам-
гибридам первого поколения (C57Bl/6xDBA/2)
F1, развивается у части подопытных животных по 
Th1-зависимому варианту, приводящему к воз-
никновению выраженного иммунодефицитного 
состояния, в то время как у другой части участву-
ющих в эксперименте мышей проявляется Th2-
зависимый вариант этого иммунопатологическо-
го процесса с формированием в конечном итоге 
иммунокомплексного гломерулонефрита  [6,  7]. 
Поскольку итог развития хРТПХ в данной моде-
ли у индивидуальных подопытных мышей легко 
установить по наличию (или отсутствию) у них 
симптомов нефрита, она представляет собой 
надежную тест-систему, позволяющую изучать 
влияние разнообразных факторов на Th1/ Th2-
соотношение в организме и разделять экспери-
ментальных животных на группы с преоблада-
нием активности Т-хелперов первого и второго 
типа. В данной работе она была использована 
для определения концентрации вкДНК в крови 
мышей при развитии у них вышеуказанных оп-
позитных вариантов хРТПХ.

Материалы и методы
В работе использовали самок мышей-гибри-

дов (C57Bl/6xDBA/2)F1 и самок мышей линий 
DBA/2, возрастом 6-8 недель, полученных из 
SPF-вивария ИЦиГ СО РАН (г. Новосибирск). 
Исследование одобрено этическим комитетом 
НИИФКИ (протокол № 92 от 10.11.2015). 

Для индукции хронической РТПХ мышам-ги-
бридам (C57Bl/6xDBA/2)F1 вводили клетки селе-
зенки линии DBA/2 по 60-70 × 106 клеток в 0,5 мл 
среды путем внутривенной инъекции в хвостовую 

вену дважды с интервалом в 6 дней. В качестве 
контролей использованы интактные мыши-ги-
бриды того же пола и возраста и мыши-гибриды 
с сингенным переносом  [C57Bl/6xDBA/2)F1  → 
C57Bl/6xDBA/2)F1]. Внеклеточная ДНК изме-
рялась в динамике развития хРТПХ. Выделение 
и количественное определение ДНК из плаз-
мы крови и фракции, связанной с мембранами 
клеток крови, производилось с помощью набо-
ра diaGene (ООО «Диаэм», Россия), в соответ-
ствии с протоколом производителя. Определение 
вкДНК проводили с помощью флюоресцентно-
го красителя Quant-iTTM PicoGreen (Invitrogen, 
США). Статистическую обработку результатов 
проводили методами непараметрической стати-
стики с использованием критерия Манна–Уит-
ни с использованием программного обеспечения 
STATISTICA 7.0 (StatSoft, США). 

Результаты и обсуждение
Данные, полученные при измерении вкДНК в 

динамике развития хРТПХ на ее ранних этапах, 
определяющих разделение экспериментальных 
животных на две оппозитные группы, в зависи-
мости от преобладания у них активности Th1- и 
Th2-лимфоцитов, представлены в таблице 1.

Как видно из сравнения с интактным контро-
лем и с группой мышей, которым были перенесе-
ны сингенные лимфоциты, в начальном периоде 
индукции хРТПХ развитие иммунопатологиче-
ского процесса сопровождается некоторым уве-
личением уровней вкДНК в крови. При этом 
речь идет лишь о средней концентрации вкДНК 
в плазме, в то время как величина той фракции 
вкДНК, которая прочно связана с мембранами 
клеток, заметно не изменяется. Однако уже к 
концу первого месяца после переноса донорских 
клеток, вызывающих развитие хРТПХ, измеря-
емые уровни вкДНК в крови значимо не отли
чаются от их величин в контрольных группах.

Такое поведение исследуемых параметров лег-
ко объяснить тем, что, как установлено для ис-
пользованной нами полуаллогенной системы [8], 
в первую неделю после переноса донорских кле-
ток Th1- и Th2-зависимые иммунные реакции 
развиваются параллельно и приводят к выражен-
ному росту уровней цитокинов, продуцируемых 
как Th1-, так и Th2-лимфоцитами. В дальнейшем 
происходит разделение животных на два оппо-
зитных варианта развития хРТПХ, но внешние 
признаки такого расхождения внутри группы по-
допытных животных появляются лишь через три 
месяца после индукции хРТПХ. Результаты ис-
следования уровней вкДНК в крови после фор-
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ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИЯ ВНЕКЛЕТОЧНОЙ ДНК В ПЛАЗМЕ КРОВИ И ФРАКЦИИ, СВЯЗАННОЙ С МЕМБРАНАМИ 
КЛЕТОК КРОВИ, В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СРОКА ПОСЛЕ ИНДУКЦИИ ХРОНИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ «ТРАНСПЛАНТАТ 
ПРОТИВ ХОЗЯИНА», М±m

TABLE 1. THE CONCENTRATION OF EXTRACELLULAR DNA IN BLOOD PLASMA AND FRACTION OF MEMBRANE-BOUND 
BLOOD CELLS DEPENDING ON THE PERIOD AFTER INDUCTION OF CHRONIC GRAFT-VERSUS-HOST DISEASE, М±m

Экспериментальные 
группы

Experimental groups

Срок после начала эксперимента
Time after the start of the experiment

5 дней
5 days

13 дней
13 days

27 дней
27 days

Интактные мыши
Intact mice 25±1 / 31±6 52±8 / 36±4 32±4 / 25±2

Сингенный перенос
Syngeneic transfer 36±5 / 29±5 34±3 / 25±1 36±2 / 32±1

Хроническая РТПХ
Chronic GVHD 50±8* / 29±3 54±10 / 25±1 49±9 / 26±3

Примечание. Уровни внеклеточной ДНК в крови животных представлены в виде: вкДНК в плазме крови (нг/мл) / 
вкДНК, связанная с мембранами клеток (нг/мл); n = 5; * – достоверное отличие от интактного контроля (p < 0,05).

Note. The levels of extracellular DNA in the blood of animals are presented as: cfDNA in blood plasma (ng/mL) / cfDNA bound to cell 
membranes (ng/mL); n = 5; *, significant difference from intact control (p < 0.05).

Рисунок 1. Концентрация внеклеточной ДНК в крови 
мышей через три месяца после индукции хронической 
РТПХ в сравнении с сингенным контролем
Примечание. По оси ординат: концентрация вкДНК, нг/
мл; по оси абцисс: 1-я группа – сингенный перенос (n = 9), 
2-я группа – lupus- (n = 8), 3-я группа – lupus+ (n = 7). Светлый 
столбец – плазма, темный столбец – фракция, связанная 
с мембранами клеток крови. * – достоверное отличие от групп 
мышей с сингенным переносом (p < 0,01).
Figure 1. Concentration of extracellular DNA in the blood of mice 
three months after induction of chronic GVHD in comparison 
with syngeneic control
Note. Ordinate axis: concentration of cfDNA, ng/mL; abscissa axis:  
1st group, syngeneic transfer (n = 9); 2nd group, lupus- (n = 8); 3rd group, 
lupus+ (n = 7). Light column, plasma; dark column, fraction bound to 
blood cell membranes. *, statistically significant differences from groups 
of mice with syngeneic transfer p < 0.01.
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мирования различимых вариантов хРТПХ даны 
на рисунке 1. 

Показано, что разделение мышей с хРТПХ на 
Th1-зависимый (lupus-) и Th2-зависимый (lupus+) 
варианты существенно влияет на поведение ин-
тересующего нас параметра. В группе мышей с 
иммунодефицитом, который является исходом 
развития хРТПХ по Th1-зависимому варианту, 
уровни вкДНК практически не отличаются от со-
ответствующих значений в контрольной группе 
животных с сингенным переносом (рис. 1). В то 
же время у тех мышей, у которых развитие им-
мунопатологического процесса пошло по Th2-
зависимому пути с поликлональной активацией 
В-лимфоцитов, продуцирующих большое коли-
чество аутоантител, и через три месяца привело 
к формированию иммунокомплексного нефри-
та, обнаруживается значимое повышение уровня 
вкДНК в крови. 

Интересно, что подобная связь уровня вкДНК 
в крови с воспалительным процессом в почках 
была обнаружена у больных системной крас-
ной волчанкой (СКВ), то есть при заболевании, 
экспериментальной моделью которого считает-
ся развитие хРТПХ в использованной нами по-
луаллогенной системе. Было показано  [9], что 
уровень вкДНК в плазме крови существенно 
повышен лишь в группе тех пациентов с СКВ, у 
которых развитие болезни привело к возникно-
вению волчаночного иммунокомплексного не-
фрита, при этом он повышается в фазы обостре-
ния заболевания и снижается в фазы ремиссии, 
параллельно уменьшению активности воспали-
тельного процесса.
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Полученные нами данные свидетельствуют в 
пользу того, что само по себе доминирование ак-
тивности Th1-лимфоцитов и сдвиг баланса хел-
перной активности в эту сторону, характерные 
для группы мышей с развившимся иммунодефи-
цитом (lupus-), не ведут к повышению уровней 
вкДНК в крови. А такое повышение мы видим 
при развитии активного воспалительного про-
цесса в группе мышей с нефритом (lupus+). При 
этом предшествовавшее преобладание в этой 
группе активности Th2-лимфоцитов, приведшее 
в конечном итоге к развитию воспаления в поч-
ках, не предотвращает того увеличения уровня 
вкДНК, которым сопровождается возникнове-
ние нефрита.

Заключение
Таким образом, результаты проведенных экс-

периментов склоняют к выводу о том, что наблю-
даемые при иммунопатологических процессах 
изменения уровней вкДНК в крови не связаны 
непосредственно с состоянием баланса хелперов 
в организме и что Th1-лимфоциты способны, по-
видимому, воздействовать на метаболизм вкДНК 
лишь благодаря своему влиянию на развитие вос-
палительных реакций. В то же время следует от-
метить, что окончательное разрешение вопроса 
о влиянии Th1/Th2-баланса на концентрацию 
вкДНК в крови требует расшифровки конкрет-
ных патофизиологических механизмов, опреде-
ляющих величину этого показателя.
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ВЛИЯНИЕ ОБОГАЩЕННОЙ СРЕДЫ НА 
ПРОСТРАНСТВЕННУЮ ПАМЯТЬ И ЭКСПРЕССИЮ 
МАРКЕРОВ АКТИВАЦИИ МИКРОГЛИИ У МЫШЕЙ  
ЛИНИИ Balb/c 
Лебедева Т.П., Курилова Е.А., Сидорова М.В., Тучина О.П.
ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта», г. Калининград, Россия

Резюме. Обогащение среды обитания лабораторных животных стимулирует процессы нейрональ-
ной пластичности, в том числе способствует повышению уровня нейрогенеза в гиппокампе и более 
эффективному пространственному ориентированию. Кроме того, обогащенная среда оказывает им-
муномодулирующий эффект как на периферические иммунные клетки, так и на резидентные макро-
фаги мозга – микроглию. Так как иммунные клетки и выделяемые ими молекулы модулируют про-
цессы нейрональной пластичности, актуальным является исследование влияния обогащенной среды 
на уровень нейрогенеза у грызунов с разным иммунным статусом. По сравнению с C57Bl/6 мыши 
линии Balb/c характеризуются преобладанием гуморального (Th2), а не клеточного (Th1) типов им-
мунного ответа, что связано с различиями в участке H2 главного локуса гена гистосовместимости, 
а также более высоким уровнем тревожности, выявляемом при поведенческом фенотипировании. 
Целью нашего исследования было оценить влияние ОС на пространственную память, уровень ней-
рогенеза, а также признаки активации резидентных макрофагов (микроглии) в гиппокампе мышей 
линии Balb/c. Исследование проводили на 4-месячных самках мышей линии Balb/c. Для оценки 
пространственной памяти и обучаемости животных использовали лабиринт Барнс, для оценки уров-
ней экспрессии проводили ПЦР с использованием генспецифичных праймеров для BDNF, CD68, 
DCX, FGF2, IBA1, IL- 1B, IL-10, SOX2, TMEM119, TNFα, в качестве референсного гена использо-
вали GAPDH. Полученные данные позволяют предположить, что содержание мышей линии Balb/c 
в условиях ОС способствует повышению уровня нейрогенеза в гиппокампе и более эффективному 
пространственному ориентированию. Анализ экспрессии нейротрофических факторов, а также ци-
токинов и маркеров активации резидентных макрофагов мозга (микроглии) показал увеличение экс-
прессии FGF2, TNFα, Iba1 и TMEM119, в то время как уровни экспрессии BDNF, IL-1β, IL-10 и 
CD68 не изменились. Таким образом, у мышей линии Balb/c в условиях ОС не наблюдается повыше-
ния экспрессии BDNF и IL-10, что характерно для мышей C57Bl/6, однако это не препятствует про-
лиферации и дифференциации нейронов в зубчатой извилине, а также успешному пространственно-
му ориентированию в лабиринте Барнс. Микроглиальные клетки у мышей линии Balb/c в условиях 
ОС, вероятно, поляризованы по типу М0/М2.

Ключевые слова: гиппокамп, пространственная память, нейрогенез, микроглия, цитокины, нейровоспаление
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EFFECT OF ENRICHED ENVIRONMENT ON SPATIAL MEMORY 
AND EXPRESSION OF MICROGLIAL ACTIVATION MARKERS 
IN Balb/c MICE
Lebedeva T.P., Kurilova E.A., Sidorova M.V., Tuchina O.P.
Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation

Abstract. Enriched habitat of laboratory animals causes stimulation of neuronal plasticity including 
increased level of hippocampal neurogenesis and more efficient spatial orientation. In addition, the enriched 
environment has an immunomodulatory effect on both peripheral immune cells and microglia, i.e., resident 
brain macrophages. Since immune cells and their secreted products modulate the processes of neuronal 
plasticity, studying the effects of enriched environment is relevant on the level of neurogenesis in rodents with 
different immune status. Compared with C57Bl/6, Balb/c mice are characterized by predominance of humoral 
(Th2) rather than cellular (Th1) types of immunity which is associated with differences in the H2 region of 
the major histocompatibility (MHCI) gene locus, as well as a higher level of anxiety revealed by behavioral 
phenotyping. The aim of our study was to evaluate the effect of enriched environment on spatial memory, levels 
of neurogenesis, and activation features of resident macrophages (microglia) in hippocampus of Balb/c mice. 
The study was performed on 4-month-old female Balb/c mice. To assess the spatial memory and learning 
ability, the Barnes labyrinth was used. Gene expression levels were assessed by means of gene-specific PCR using 
primers for BDNF, CD68, DCX, FGF2, IBA1, IL-1B, IL-10, SOX2, TMEM119, TNFα; GAPDH was used as 
a reference gene. The obtained data suggest that keeping Balb/c mice under the enriched conditions promotes 
increased levels of hippocampal neurogenesis, along with more efficient spatial orientation. Expression of genes 
encoding neurotrophic factors, as well as cytokines and markers of microglia activation proved to be increased 
for FGF2, TNFα, Iba1 and TMEM119, whereas expression of BDNF, IL-1β, IL-10 and CD68 genes did not 
change. Hence, expression of BDNF and IL-10 genes in Balb/c mice from enriched environment was not 
increased, being typical for C57BL/6 mice. However, it does not prevent the proliferation and differentiation 
of neurons in gyrus dentatus and successful spatial orientation in Barnes labyrinth. Microglial cells in Balb/c 
mice under enriched conditions are probably polarized according to the M0/M2 type.

Keywords: hippocampus, spatial memory, neurogenesis, microglia, cytokines, neuroinflammation

Введение
Обогащение среды обитания лабораторных 

животных благоприятно сказывается на про-
цессах нейрональной пластичности, в том числе 
способствует повышению уровня нейрогенеза 
в гиппокампе и более эффективному простран-
ственному ориентированию. Известно, что 
обогащенная среда (ОС) также оказывает им-
муномодулирующий эффект: периферические 
макрофаги, выделенные из мышей, проживав-
ших в ОС, демонстрируют более высокую фа-
гоцитарную активность ex vivo по сравнению с 
макрофагами мышей, которых содержали в стан-
дартных условиях вивария [5]; в гиппокампе крыс 
из ОС значительно увеличивается уровень экс-
прессии IL-10 и его рецептора IL-10Ra по срав-
нению с животными, которых содержали в стан-
дартных условиях [13]. Так как иммунные клетки 
и выделяемые ими молекулы модулируют про-
цессы нейрональной пластичности, актуальным 
является исследование влияния ОС на уровень 
нейрогенеза у грызунов с разным иммунным ста-

тусом. Большинство исследований влияния ОС 
на процессы нейрональной пластичности про-
водят на крысах или мышах линии C57Bl/6. По 
сравнению с C57Bl/6, мыши линии Balb/c харак-
теризуются преобладанием гуморального (Th2), 
а не клеточного (Th1) типов иммунного ответа, 
что связано с различиями в участке H2 главного 
локуса гена гистосовместимости MHCI (H2d у 
Balb/c и H2b у C57Bl/6), а также более высоким 
уровнем тревожности, выявляемом при поведен-
ческом фенотипировании. 

Целью нашего исследования было оценить вли-
яние ОС на пространственную память, уровень 
нейрогенеза, а также признаки активации рези-
дентных макрофагов (микроглии) в гиппокампе 
мышей линии Balb/c.

Материалы и методы 
Исследование проводили на 4-месячных сам-

ках мышей линии Balb/c. В возрасте 2 месяцев 
животных разделили на две группы по условиям 
проживания: мышей из контрольной группы со-
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держали в стандартных клетках (28 × 40 × 18 см, 
по 2 мыши на клетку), а мышей из эксперимен-
тальной группы помещали в условия обогащен-
ной среды (49 × 34 × 52 см, 5 мышей на клетку) с 
беговым колесом и игрушками, которые меняли 
каждые 3 дня. Животных содержали в виварии с 
циклом освещенности 12/12, при 23±2 °C с едой 
и водой ad libitum. Все манипуляции с животны-
ми были одобрены Независимым этическим ко-
митетом Центра клинических исследований БФУ 
им. И. Канта, Калининград, протокол 27/2021.

Для оценки пространственной памяти и об-
учаемости животных использовали лабиринт 
К. Барнс. Установка представляет собой круглую 
платформу диаметром 90 см, по краям которой 
циркулярно расположены 20 сквозных отвер-
стий диаметром 5 см каждое. Во время фазы при-
выкания и фазы тренировок одно из отверстий 
ведет в безопасное убежище для животных. Для 
ориентирования при поиске убежища по кра-
ям лабиринта располагаются четыре черно-бе-
лые визуальные подсказки. Тест включает в себя 
три этапа: фазу привыкания, фазу тренировок и 
пробную фазу. В фазу привыкания животное по-
мещают в убежище и на платформу лабиринта 
для знакомства с установкой и избежания воз-
никновения в дальнейшем неофобных реакций 
при проведении поведенческого фенотипиро-
вания. Фаза тренировок включает в себя 3 еже-
дневных тренировки на протяжении 5 дней. Во 
время этой фазы фиксировали время, за которое 
каждое животное находило убежище. Если время 
поиска убежища превышало 3 минуты, мышь на-
правляли к отверстию с ним. Перерыв между тре-
нировками у каждого животного составляет 30 
минут. Во время пробной фазы убежище убирают 
и фиксируют время, проведенное в целевом сек-
торе (по две лунки справа и слева от отверстия,в 
котором раньше находилось убежище). Первая 
пробная сессия проводилась через 24 часа после 
последней тренировки, вторая сессия – через 96 
часов. Записи движения животных проводили с 
помощью цифровой видеокамеры (GoPro Hero 9 
Black) и далее анализировали с использованием 
программного обеспечения BehaviorCloud (Ка-
лифорния, США).

На следующий день после проведения всех 
поведенческих тестов проводили транскардиаль-
ную перфузию. Животных подвергали глубокой 
анестезии изофлураном (Aesica Queenborough, 
Квинборо, Великобритания), помещали на ло-
ток и выполняли разрез грудной клетки и диа-
фрагмы, затем подводили перфузионную иглу к 
левому желудочку, а правое предсердие надрезали 
для оттока крови. Через перфузионную иглу, под-
ключенную к насосу, подавали 0,9%-ный раствор 
NaCl комнатной температуры в течение несколь-

ких минут. После перфузии проводили декапи-
тацию и извлечение гиппокампа. Далее образцы 
гиппокампа помещали в раствор Extract RNA 
(ЗАО «Евроген», Россия) для выделения суммар-
ной РНК с помощью протокола от производите-
ля. Концентрацию РНК измеряли флуориметром 
Qubit 2.0 (Invitrogen, США). Суммарную РНК в 
количестве 1 мкг использовали для получения 
кДНК с помощью набора MMLV RT kit (ЗАО 
«Евроген», Россия). ПЦР проводили с использо-
ванием генспецифичных праймеров для BDNF, 
CD68, DCX, FGF2, IBA1, IL-1B, IL-10, SOX2, 
TMEM119, TNFα, в качестве референсного гена 
брали GAPDH. Анализ данных проводили с ис-
пользованием метода ∆∆Ct. Последовательно-
сти праймеров использовали следующие: BDNF 
(acccatgggattacacttgg; agctgagcgtgtgtgacagt), CD68 
(ggcggtggaatacaatgtgtcc; agcaggtcaaggtgaacagctg);  
DCX (cagcatctccacccaacc; aagtccattcatccgtgacc);  
FGF2 (ccaagcagaagagagaggagttg; cagccgtccatcttccttcatag);  
GAPDH (catcactgccacccagaagactg; atgccagtgagcttcccgttcag);  
IBA1 (aagggaatgagtggaaag; cagacgctggttgtcttagg); 
IL-1β (aaagctctccacctcaatgg; tgtcgttgcttggttctcc); 
IL-10 (gccctttgctatggtgtcc; tctccctggtttctcttccc); 
SOX2 (tgcagtacaactccatgacc; cggacttgaccacagagc);  
TMEM119 (actacccatcctcgttccctga; tagcagccagaatgtcagcctg);  
TNFα (tcagtgtcttcaccaaaggg; gcagtggaccatctaactcg). 

Статистическую обработку данных проводи-
ли с использованием программного обеспечения 
PRISM GraphPad™ (GraphPad Software, США). 
Нормальность выборки проверяли с помощью 
теста Шапиро–Уилка. Так как данные не принад-
лежат нормальному распределению, использова-
ли непараметрический тест Манна–Уитни. Раз-
личия между исследуемыми группами считались 
статистически значимыми при уровне p  ≤  0,05. 
Результаты представлены как среднее значение ± 
стандартная ошибка среднего. 

Результаты и обсуждение
По результатам поведенческого фенотипиро-

вания мышей в лабиринте К. Барнс животные 
из ОС затрачивали меньше времени на поиск 
убежища с самого начала тренировок (рис.  1А), 
что указывает на более эффективную обработку 
новой информации и ускоренное формирование 
пространственной памяти. К концу тренировок 
обе группы животных сравнялись в результатах. 
Пробная фаза 1 лабиринта Барнс служит для 
оценки кратковременной памяти, пробная фаза 
2  – долговременной. Статистически значимых 
различий при сравнении времени, проведенного 
в целевом секторе в конце тренировок, обнаруже-
но не было ни в одну из пробных фаз. Интересно, 
что мыши Balb/с отличаются высоким уровнем 
тревожности, однако это не мешает животным 
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успешно ориентироваться в лабиринте Барнс и 
запоминать местоположение убежища.

Пространственное ориентирование в значи-
тельной степени зависит от работы гиппокампа, 
в том числе от эффективного разделения паттер-
нов нейрональной активности. Образование но-
вых нейронов в зубчатой извилине способствует 
разделению паттернов  [6]. По результатам ПЦР 
в реальном времени у мышей, содержавшихся в 
условиях ОС, статистически значимо увеличил-
ся уровень экспрессии маркера стволовых кле-
ток SOX2 и маркера незрелых нейронов DCX в 
гиппокампе (рис. 1Г, Д), что свидетельствует об 

активации процессов нейрогенеза и дифферен-
циации нейронов. При этом уровень экспрессии 
нейротрофического фактора мозга BDNF не из-
менился, а экспрессия фактора роста фибробла-
стов-2 (FGF2) значимо увеличилась по сравне-
нию с контрольной группой (рис.  1Е, Ж). FGF2 
способствует пролиферации и дифференциации 
нейрональных предшественников в гиппокампе, 
и в случае ишемического повреждения вслед-
ствие окклюзии церебральной артерии FGF2 
является необходимым и достаточным факто-
ром для активации процессов нейрогенеза  [14]. 
Источником FGF2 в мозге предположительно 

Рисунок 1. Влияние обогащенной среды на пространственную память (А-В), уровень нейрогенеза (Г, Д), 
экспрессию трофических факторов (Е, Ж), интерлейкинов и маркеров активации микроглии (З-Н) в гиппокампе 
мышей линии Balb/c
Figure 1. Effect of an enriched environment on spatial memory (A-С), the level of neurogenesis (D, E), expression of trophic factors 
(F, G), interleukins and microglial activation markers (H-M) in the hippocampus of Balb/c mice
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являются астроциты, а резидентные макрофа-
ги (микроглия) экспрессирует рецепторы к по-
липептидам семейства FGF  – FGFR1, FGFR2, 
FGFR3. Сигнализация FGF2-FGFR1 регулирует 
активацию микроглии и развитие воспаления, 
взаимодействуя с поверхностным нейрональным 
гликопротеином CD200, рецептор к которому в 
головном мозге экспрессируют только микрогли-
альные клетки. Сигнализация CD200 – CD200R 
способствует поддержанию нейропротекторного 
фенотипа микроглии (М2) и ингибирует развитие 
воспалительных реакций  [10, 11]. FGFR1 также 
взаимодействует с серотониновыми рецепторами 
5HT1A/B, образуя гетерокомплексы [4], которые 
представляют большой интерес в качестве моле-
кулярных мишеней для лечения депрессивных 
расстройств. Микроглиальные клетки экспрес-
сируют рецепторы к серотонину [9], в частности 
сигнализация через 5HT2B предположительно 
способствует М2-поляризации микроглии [9, 12]. 
Таким образом, увеличение экспрессии FGF2 в 
гиппокампе мышей, содержавшихся в услови-
ях ОС, стимулирует нейрогенез и поддерживает 
нейропротекторный фенотип резидентных ма-
крофагов мозга. 

Уровень экспрессии провоспалительного ци-
токина IL-1β и противовоспалительного IL-10 в 
гиппокампе после содержания мышей в ОС зна-
чительно не изменились, в то время как экспрес-
сия TNFα существенно выросла (рис. 1З-Н). При 
анализе экспрессии цитокинов мы рассматрива-
ем в качестве их источников только клетки моз-
га (преимущественно микроглию), так как всем 
животным перед забором материала была про-
ведена транскардиальная перфузия стерильным 
физиологическим раствором. TNFα – провоспа-
лительный цитокин, выделяемый макрофагами 
М1 в период развития воспалительной реакции, 
например, в ответ на стимуляцию бактериаль-
ным липополисахаридом или IFNγ  [1, 2, 3]. Не-
смотря на известный нейротоксический эффект 
TNFα, конкретная роль цитокина зависит от его 
концентрации, стадии дифференциации клетки, 
а также от сигнализации через TNFR1/TNFR2-

рецепторы, так как активация TNFR2 предполо-
жительно может оказывать нейропротекторный 
эффект  [7]. Так как в условиях увеличения экс-
прессии TNF в гиппокампе мы также наблюдаем 
активацию процессов нейрогенеза и дифферен-
циации нейронов, можно предположить, что ци-
токин не оказывает цитотоксического эффекта на 
нервные стволовые клетки в условиях ОС. Уро-
вень экспрессии микроглиальных маркеров Iba1 
и TMEM119 значительно увеличился у мышей 
в ОС по сравнению с животными, содержавши-
мися в стандартных условиях. В мозге TMEM119 
локализован исключительно в микроглие, и сни-
жение его экспрессии наблюдается в реактив-
ных, поляризованных М1 микроглиальных клет-
ках [8]. Несмотря на увеличение экспрессии Iba1, 
что характерно для М1 фенотипа, уровень экс-
прессии одного из маркеров активации  – CD68 
существенно не изменился у мышей в ОС, это 
позволяет предположить, что микроглиальные 
клетки поляризованы по типу М0/М2, несмотря 
на увеличение экспрессии Iba1 и TNFα. 

Заключение
Полученные данные позволяют предполо-

жить, что содержание мышей линии Balb/c в ус-
ловиях ОС способствует повышению уровня ней-
рогенеза в зубчатой извилине гиппокампа и более 
эффективному пространственному ориентирова-
нию. Анализ экспрессии нейротрофических фак-
торов, а также цитокинов и маркеров активации 
резидентных макрофагов мозга (микроглии) по-
казал увеличение экспрессии FGF2, TNFα, Iba1 
и TMEM119, в то время как уровни экспрессии 
BDNF, IL-1β, IL-10 и CD68 не изменились. Таким 
образом, у мышей линии Balb/c в условиях ОС 
не наблюдается повышения экспрессии BDNF 
и IL- 10, что характерно для мышей C57Bl/6, од-
нако это не препятствует пролиферации и диф-
ференциации нейронов в зубчатой извилине, а 
также успешному пространственному ориенти-
рованию в лабиринте К. Барнс. Микроглиальные 
клетки у мышей линии Balb/c в условиях ОС, ве-
роятно, поляризованы по типу М0/М2.

Список литературы / References
1.	 Патлай Н.И., Сотников Е.Б., Тучина О.П. Роль микроглиальных цитокинов в модуляции нейрогене-

за во взрослом мозге // Международный журнал прикладных и фундаментальных исследований, 2020. №. 5. 
С. 15-23. [Patlay N.I., Sotnikov E.B., Tuchina O.P. The role of microglial cytokines in the modulation of neurogenesis 
in the adult brain. Mezhdunarodnyy zhurnal prikladnykh i fundamentalnykh issledovaniy = International Journal of 
Applied and Basic Research, 2020, no. 5, pp. 15-23. (In Russ.)]

2.	 Патлай Н.И., Сотников Е.Б., Курилова Е.А., Тучина О.П. Ранние изменения реактивного про-
филя глиальных клеток гиппокампа мыши в ответ на липополисахарид // Современные проблемы на-
уки и образования, 2020. № 6.  [Электронный ресурс]. Режим доступа: https://science-education.ru/article/
view?id=30310. [Patlay N.N., Sotnikov E.B., Kurilova E.A., Tuchina O.P. Early changes in the reactive profile of mouse 
hippocampal glial cells in response to lipopolysaccharide. Sovremennye problemy nauki i obrazovaniya = Modern 



918

Lebedeva T.P. et al.
Лебедева Т.П. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

Авторы:

Лебедева Т.П. – магистрант Высшей школы живых 
систем ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный 
университет имени Иммануила Канта», 
г. Калининград, Россия

Курилова Е.А. – аспирант Высшей школы живых 
систем ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный 
университет имени Иммануила Канта», 
г. Калининград, Россия

Сидорова М.В. – старший преподаватель Высшей 
школы живых систем ФГАОУ ВО «Балтийский 
федеральный университет имени Иммануила Канта», 
г. Калининград, Россия

Тучина О.П. – к.б.н., доцент Высшей школы живых 
систем ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный 
университет имени Иммануила Канта», 
г. Калининград, Россия

Authors:

Lebedeva T.P., Master’s Student, Higher School for 
Living Systems, Immanuel Kant Baltic Federal University, 
Kaliningrad, Russian Federation 

Kurilova E.A., Postgraduate Student, Higher School for 
Living Systems, Immanuel Kant Baltic Federal University, 
Kaliningrad, Russian Federation 

Sidorova M.V., Senior Lecturer, Higher School for Living 
Systems, Immanuel Kant Baltic Federal University, 
Kaliningrad, Russian Federation 

Tuchina O.P., PhD (Biology), Associate Professor, Higher 
School for Living Systems, Immanuel Kant Baltic Federal 
University, Kaliningrad, Russian Federation

Поступила 29.04.2025
Отправлена на доработку 06.05.2025
Принята к печати 22.06.2025

Received 29.04.2025
Revision received 06.05.2025
Accepted 22.06.2025

Problems of Science and Education, 2020, no. 6.  [Electronic resource]. Available at: https://science-education.ru/ 
article/view?id=30310. (In Russ.)]

3.	 Сотников Е.Б., Патлай Н.И., Николаева А.Ю., Тучина О.П. Экспрессия глиальных маркеров, 
цитокинов и маркеров нейрогенеза в гиппокампе мыши при старении и в ответ на липополисахарид // 
Молекулярная медицина, 2021. Т. 19, № 3 С. 38-43. [Sotnikov E.B., Patlay N.I., Nikolaeva A.Y., Tuchina O.P. Ex-
pression of glial markers, cytokines and markers of neurogenesis in the mouse hippocampus during aging and in 
response to lipopolysaccharide. Molekulyarnaya meditsina = Molecular Medicine, 2021, Vol. 19, pp. 38-43. (In Russ.)]

4.	 Ambrogini P., Lattanzi D., Pagliarini M., Di Palma M., Sartini S., Cuppini R., Fuxe K., Borroto-Escuela D.O. 
5HT1AR-FGFR1 heteroreceptor complexes differently modulate GIRK currents in the dorsal hippocampus and the 
dorsal raphe serotonin nucleus of control rats and of a genetic rat model of depression. Int. J. Mol. Sci., 2023, Vol. 24, 
no. 8, 7467. doi: 10.3390/ijms24087467.

5.	 Brod S., Gobbetti T., Gittens B., Ono M., Perretti M., D’Acquisto F. The impact of environmental enrichment 
on the murine inflammatory immune response. JCI Insight, 2017, Vol. 2, no. 7, e90723. doi: 10.1172/jci.insight.90723.

6.	 Chang W.-L., Hen R. Adult Neurogenesis, Context Encoding, and Pattern Separation: A Pathway for 
Treating Overgeneralization. Adv. Neurobiol., 2024, Vol. 38, pp. 163-193.

7.	 Chen Z., Palmer T.D. Differential roles of TNFR1 and TNFR2 signaling in adult hippocampal neurogenesis. 
Brain Behav. Immun., 2013, Vol. 30, pp. 45-53.

8.	 Mercurio D., Fumagalli S., Schafer M.K.-H., Pedragosa J., Ngassam L.D.C., Wilhelmi V., Winterberg S., 
Planas A.M., Weihe E., De Simoni M.G. Protein Expression of the Microglial Marker Tmem119 Decreases in 
Association With Morphological Changes and Location in a Mouse Model of Traumatic Brain Injury. Front. Cell. 
Neurosci., 2022, Vol. 16, 820127. doi: 10.3389/fncel.2022.820127.

9.	 Pocock J.M., Kettenmann H. Neurotransmitter receptors on microglia. Trends Neurosci., 2007, Vol. 30, 
no. 10, pp. 527-535.

10.	 Sun J., Lei D.. CD200-CD200R Pathway: A regulator of microglial polarization in postoperative cognitive 
dysfunction. J. Inflamm. Res. 2024, Vol. 17, pp. 8421-8427.

11.	 Szepesi Z., Manouchehrian O., Bachiller S., Deierborg T. Bidirectional microglia-neuron communication in 
health and disease. Front. Cell. Neurosci., 2018, Vol. 12, 323. doi: 10.3389/fncel.2018.00323.

12.	 Turkin A., Tuchina O., Klempin F. Microglia function on precursor cells in the adult hippocampus and their 
responsiveness to serotonin signaling. Front. Cell Dev. Biol., 2021, Vol. 9, 665739. doi: 10.3389/fcell.2021.665739.

13.	 Vinogradova A., Sysova M., Smirnova P., Sidorova M., Turkin A., Kurilova E., Tuchina O. Enriched 
environment induces sex-specific changes in the adult neurogenesis, cytokine and miRNA expression in rat 
hippocampus. Biomedicines, 2023, Vol. 11, no. 5, 1341. doi: 10.3390/biomedicines11051341.

14.	 Yoshimura S., Takagi Y., Harada J., Teramoto T., Thomas S.S., Waeber C., Bakowska J.C., Breakefield X.O., 
Moskowitz M.A. FGF-2 regulation of neurogenesis in adult hippocampus after brain injury. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 2001, Vol. 98, no. 10, pp. 5874-5879.



919

Российский
иммунологический журнал 

2025, Т. 28, № 4, стр. 919-924

Russian Journal of Immunology /
Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal

2025, Vol. 28, № 4, pp. 919-924

1 page

Адрес для переписки:

Сидоров Никита Геннадьевич
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт  
вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова»
105064, Россия, Москва, Малый Казенный пер., 5а.
Тел./факс: 8 (495) 917-49-00.
E-mail: deel@yandex.ru

Address for correspondence:

Nikita G. Sidorov
I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera
5a Maly Kazenny Lane
Moscow
105064 Russian Federation
Phone/fax: +7 (495) 917-49-00.
E-mail: deel@yandex.ru

Образец цитирования: 

Е.О. Калиниченко, О.В. Козырева, Н.Г. Сидоров, 
Е.В. Сорокина, Н.А. Михайлова «Оценка влияния 
комплекса антигенов условно-патогенных бактерий 
на активацию экспрессии рецептора CD54 клетками 
промоноцитарной линии человека U937» // Российский 
иммунологический журнал, 2025. Т. 28, № 4. С. 919-924.  
doi: 10.46235/1028-7221-17236-AEO

© Калиниченко Е.О. и соавт., 2025 
Эта статья распространяется по лицензии 
Creative Commons Attribution 4.0

For citation: 

E.O. Kalinichenko, O.V. Kozyreva, N.G. Sidorov, 
E.V. Sorokina, N.A. Mikhailova “Assessing effects of an 
antigen complex from opportunistic bacteria on activation 
of CD54 receptor expression by human promonocytic U937 
cell line”, Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy 
Immunologicheskiy Zhurnal, 2025, Vol. 28, no. 4, pp. 919-924.  
doi: 10.46235/1028-7221-17236-AEO

© Kalinichenko E.O. et al., 2025 
The article can be used under the Creative 
Commons Attribution 4.0 License

DOI: 10.46235/1028-7221-17236-AEO

ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ КОМПЛЕКСА АНТИГЕНОВ  
УСЛОВНО-ПАТОГЕННЫХ БАКТЕРИЙ НА  
АКТИВАЦИЮ ЭКСПРЕССИИ РЕЦЕПТОРА CD54  
КЛЕТКАМИ ПРОМОНОЦИТАРНОЙ ЛИНИИ ЧЕЛОВЕКА U937
Калиниченко Е.О., Козырева О.В., Сидоров Н.Г., Сорокина Е.В., 
Михайлова Н.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия

Резюме. Условно-патогенные бактерии играют важную роль в развитии респираторных инфекций, 
характеризующихся высокой заболеваемостью и смертностью. Перспективным направлением явля-
ется применение препаратов на основе условно-патогенных бактерий, стимулирующих иммунитет. 
Важной задачей при их создании становится определение методов оценки и маркеров, отражающих 
усиление иммунного ответа. Известно, что для таких целей представляет интерес стимуляция миело-
идных клеток. В качестве модели для анализа функциональной активности моноцитов и макрофа-
гов широко применяется клеточная линия U937, происходящая из клеток гистиоцитарной лимфомы 
человека и обладающая характеристиками, близкими к промоноцитам. Рецептор молекулы CD54 
(ICAM-1) представляет собой поверхностный гликопротеин, выполняющий функции адгезионного 
рецептора и играющий важную роль в обеспечении направленной миграции лейкоцитов из крово-
тока в воспаленные ткани. В условиях воспалительной стимуляции экспрессия ICAM-1 значительно 
возрастает на поверхности иммунных клеток, что позволяет рассматривать его как маркер актива-
ции компонентов врожденного иммунитета, включая клетки линии U937. В исследовании изучена 
активация экспрессии рецептора CD54 (ICAM-1) клетками человеческой промоноцитарной линии 
U937 под воздействием двух вариантов комплекса антигенов условно-патогенных бактерий: с добав-
лением иммуностимулируюшего сополимера и без него. В состав комплекса антигенов входили анти-
гены из 4 видов условно-патогенных бактерий: Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, 
Klebsiella pneumoniae. В качестве дополнительного иммуностимулирующего агента использовали со-
полимер 2-метил-5-винилпиридина и N-винилпирролидона гидрохлорида. Для оценки экспрессии 
CD54 (ICAM-1) на клетках U937 использовали метод проточной цитометрии. Клетки стимулировали 
пептидогликаном S. aureus (положительный контроль) и исследуемыми вариантами комплекса анти-
генов условно-патогенных бактерий. Активность клеток оценивали с помощью коэффициента акти-
вации, отражающего увеличение экспрессии CD54. Значение коэффициента активации положитель-
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ного контроля считалось убедительным при достижении не менее 50% (активация клеток эталонным 
антигеном), в то время как активация клеток под действием исследуемых вариантов комплекса анти-
генов условно-патогенных бактерий признавалась значимой при коэффициенте активации не менее 
30%. Показано, что оба варианта и положительный контроль индуцировали дозозависимое увели-
чение экспрессии CD54. Оптимальная концентрация стимуляции соответствовала 25 мкг/мл. Вы-
явленный эффект подтвердил способность комплекса антигенов условно-патогенных бактерий ак-
тивировать клетки моноцитарно-макрофагального ряда и усиливать врожденный иммунный ответ. 
Полученные результаты подчеркивают значимость использования ICAM-1 как маркера активации 
иммунных клеток. Апробированный метод является перспективным для оценки эффективности пре-
паратов на основе условно-патогенных бактерий.

Ключевые слова: U937, моноциты, активация клеток, врожденный иммунитет, ICAM-1, CD54, антигены условно-
патогенных бактерий

ASSESSING EFFECTS OF AN ANTIGEN COMPLEX FROM 
OPPORTUNISTIC BACTERIA ON ACTIVATION OF CD54 
RECEPTOR EXPRESSION BY HUMAN PROMONOCYTIC U937 
CELL LINE 
Kalinichenko E.O., Kozyreva O.V., Sidorov N.G., Sorokina E.V., 
Mikhailova N.A.
I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. Opportunistic pathogens play an important role in development of respiratory infections, causing 
high morbidity and mortality rates. A promising approach is the use of antigen-based drugs from opportunistic 
bacteria that stimulate the immune system. Search for appropriate assay techniques and biomarkers of immune 
response is an important task in their development. Potential stimulation of myeloid cells is of particular 
interest for these purposes. The U937 cell line is widely used as a model for analyzing the functional activity 
of monocytes and macrophages, being derived from human histiocytic lymphoma cells and exhibiting 
promonocyte characteristics, The CD54 (ICAM-1) molecule is a surface glycoprotein that functions as an 
adhesion receptor and plays a key role in targeted migration of leukocytes from bloodstream to inflamed 
tissues. Under the inflammatory stimulation, expression of ICAM-1 increases significantly on the surface 
of immune cells, making it a potential activation marker in certain components of innate immune system, 
including U937 cell model. This study considered activation of CD54 (ICAM-1) receptor expression in human 
U937 promonocytic cells under the influence of two different antigen complex from opportunistic pathogens, 
supplied with immunostimulatory copolymer, or without its addition. The test antigen complex included 
antigens from four species of opportunistic bacteria: Escherichia coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, 
Klebsiella pneumoniae. As an additional immunostimulating agent, a copolymer of 2-methyl-5-vinylpyridine 
and N-vinylpyrrolidone hydrochloride was used. Flow cytometry was applied in order to assess CD54 (ICAM- 1) 
expression on U937 cells, The cells were stimulated with peptidoglycan from S. aureus (positive control), and 
with mentioned variants of the antigen complex form opportunistic bacteria. The cell activity was evaluated 
using the activation coefficients, which reflected the increase in CD54 expression. The activation coefficient 
for positive controls was considered significant if it reached, at least, 50% (activation of cells by the reference 
antigen), whereas cell activation by the studied bacterial antigen complexes was considered significant at an 
activation coefficient of at least 30%. It was shown that both variants and the positive control induced a dose-
dependent increase in CD54 expression. The optimal stimulation concentration was 25 µg/mL. These effects 
confirmed ability of the antigen complex from opportunistic pathogens to activate monocyte-macrophage cells 
and enhance the innate immune response. The obtained results emphasize the importance of using ICAM-1 as 
a marker of immune cell activation. The tested method seems to be promising in order to test effectiveness of 
drugs based on opportunistic bacteria.

Keywords: U937, monocytes, cell activation, innate immunity, ICAM-1, CD54, opportunistic bacteria, antigens
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Введение
Условно-патогенные бактерии являются значи-

мыми возбудителями респираторных инфекций, 
характеризующихся широкой распространенно-
стью, высокой заболеваемостью и смертностью во 
всем мире. Терапевтические стратегии с использо-
ванием антибактериальных средств оказались не-
достаточно эффективными, особенно у иммуно-
компрометированных больных [4, 6, 7]. В связи с 
этим возникла необходимость усилить иммунный 
ответ с помощью препаратов, стимулирующих си-
стему врожденного иммунитета, в частности ле-
карственных средств на основе условно-патоген-
ных бактерий [5]. 

При разработке таких препаратов важно опре-
делить методы оценки и маркеры, которые будут 
указывать на усиление системы врожденного им-
мунитета.

Известно, что для таких целей представляет 
интерес стимуляция миелоидных клеток. В каче-
стве модельных клеток для исследования функ-
ций моноцитов и макрофагов часто использует-
ся клеточная линия U937, полученная из клеток 
гистиоцитарной лимфомы человека, так как по 
своей функциональной активности она схожа с 
промоноцитами [8, 10].

Согласно литературным данным, рецептор 
молекулы CD54 (ICAM-1), являясь поверхност-
ным гликопротеином и адгезионным рецеп-
тором, играет ключевую роль в привлечении 
лейкоцитов из кровотока в очаги воспаления. 
Экспрессия ICAM-1 активно индуцируется на 
иммунных клетках в ответ на воспалительную 
стимуляцию [3], что позволяет использовать его 
как маркер активации клеток врожденного им-
мунитета, в том числе на клетках U937 [2, 9]. 

Цель – исследовать активацию экспрессии ре-
цептора CD54 (ICAM-1) клетками человеческой 
промоноцитарной линии U937 под воздействием 
комплекса антигенов условно-патогенных бакте-
рий.

Материалы и методы 
В работе использовали комплекс антигенов 

условно-патогенных бактерий (КА), а также КА 
с добавлением сополимера 2-метил-5-винил
пиридина и N-винилпирролидона гидрохлорида 
(КА + сополимер), в качестве дополнительного 
иммуностимулятора. КА получали из смеси анти-
генов условно-патогенных бактерий Escherichia 
coli, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae методом, описанным в патенте [1]. 

Культура клеток U937 была получена в крио-
консервированном виде (ООО «ПраймБиоМед», 
Россия). Пробирку размораживали на водяной 
бане при 37 °C, затем клетки отмывали от среды, 

добавляя их в пробирку с 9 мл среды RPMI-1640 
(НПП «ПанЭко», Россия) и центрифугирова-
ли 5 мин при 300 g. После этого клетки сеяли в 
25- мл флаконы с расчетной плотностью 1 млн/ мл 
в питательную среду RPMI-1640 с добавлением 
25 mM HEPES, 10% инактивированной феталь-
ной телячьей сыворотки, L-глутамина (2 mM), 
пенициллина (50  ЕД/мл) и стрептомицина 
(50 мкг/ мл). Флаконы с культурой инкубировали 
в CO2-инкубаторе MCO 19AIC (Sanyo, Япония) 
при 37 °С и 5% CO2, пересеивая клетки в свежую 
среду раз в 4-7 дней. Для опыта использовали 
клетки, находившиеся не более чем на 5-м пас-
саже. 

Для эксперимента по активации клеток гото-
вили бедную культуральную среду RPMI-1640, 
содержащую 0,5% инактивированной фетальной 
телячьей сыворотки, 25 mM HEPES, L-глутамин 
(2 mM), пенициллин (50 ЕД/мл) и стрептомицин 
(50 мкг/мл). Подготовленную среду использова-
ли для отмывания выращенных клеток U937 от 
среды культивирования, как описано выше, и ре-
суспендировали в ней до концентрации 2 млн/ мл. 
В  48-луночный культуральный планшет добав-
ляли по 250 мкл суспензии клеток в 21 лунку: 
3 лунки предназначались для отрицательного 
контроля (без добавления ростовых факторов), 9 
лунок – для положительного контроля (пептидо-
гликан S. aureus в трех разведениях), и еще 9 лу-
нок – для исследуемого КА. Инкубировали 18 ч 
при 37 °C и 5% CO2. После этого в лунки отрица-
тельного контроля добавляли по 250 мкл среды, 
в лунки положительного контроля – по 250 мкл 
среды с пептидогликаном S. aureus (Merck, США) 
в конечной концентрации 25, 12,5 и 6,25 мкг/мл, 
а в оставшиеся лунки – исследуемый КА в тех же 
концентрациях. Инкубировали 18 ч при 37  °C и 
5% CO2.

После этого отбирали по 30 мкл суспензии 
клеток из каждой лунки и переносили в цитоме-
трические пробирки. В пробирки добавляли по 
3 мкл раствора меченых фикоэритрином антител 
к CD54, и инкубировали 20 мин в отсутствии све-
та. Затем добавляли по 20 мкл раствора OptiLyse C 
(Beckman Coulter, США) для фиксации клеток и 
инкубировали 15 мин при комнатной температу-
ре в отсутствии света. Пробы отмывали, добавляя 
по 5 мл фосфатно-солевого буфера, и центрифу-
гировали со скоростью 1000 об/мин в течение 3 
мин на центрифуге LMC-3000 (Biosan, Латвия) 
и удаляли супернатант. Процедуру повторяли 
трижды. После отмывки меченые антителами 
клетки ресуспендировали в 500 мкл фосфатно-
солевого буфера и анализировали пробы на про-
точном цитометре Cytomics FC-500 (Beckman 
Coulter, США). 
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ТАБЛИЦА 1. СТИМУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ CD54 НА ВТОРОМ ПАССАЖЕ КУЛЬТУРЫ U937

TABLE 1. STIMULATION OF CD54 EXPRESSION IN THE SECOND PASSAGE OF U937 CELL CULTURE

Тип образца
Sample type

Дозы, 
мкг/мл
Dose,  
µg/mL

Комплекс антигенов
Antigen complex

Комплекс антигенов + сополимер
Antigen complex + copolymer

Уровень экспрессии 
CD54 (MFI)

CD54 expression level 
(MFI)
M±σ

Рост 
экспрессии 

CD54, %
Growth of CD54 
expression, %

Уровень 
экспрессии CD54 

(MFI)
CD54 expression 

level (MFI)
M±σ

Рост 
экспрессии 

CD54, %
Growth 
of CD54 

expression, 
%

Отрицательный 
контроль
Negative control

0 13,17±0,61 0 12,87±2,68 0

Положительный 
контроль 
Positive control

6,25 16,10±1,49* 22,25 21,63±1,50* 68,07

12,5 20,13±0,95* 52,85 31,30±2,39* 143,2

25 25,47±6,23* 93,39 37,50±1,61* 191,38

Исследуемый 
препарат
Investigated 
compound

6,25 15,90±0,66* 20,73 18,13±0,96* 40,87

12,5 18,03±0,93* 36,9 21,60±1,25* 67,83

25 18,57±2,02* 41 24,03±1,89* 86,71

Примечание. М – средняя арифметическая; σ – стандартное отклонение; * р < 0,05 – достоверность различий по 
сравнению с отрицательным контролем (U-критерий Манна–Уитни).

Note. M, the arithmetic mean; σ, the standard deviation; * p < 0.05, the reliability of differences compared to the negative control 
(Mann–Whitney U test).

Окно клеточной популяции определяли путем 
оценки фронтального и бокового светорассеи-
вания (ориентируясь на размеры клеток, чтобы 
исключить из анализа клеточный детрит); в окне 
оценивали 10 000 клеток, измеряя среднюю ин-
тенсивность флуоресценции (mean fluorescence 
intensity, MFI) в канале FL2 по показателю Xmean.

Коэффициент активации клеток в опыте и 
положительном контроле рассчитывали как от-
ношение разности средних арифметических зна-
чений MFI по трем пробам в соответствующем 
образце (опыт или положительный контроль) и 
отрицательном контроле к среднему арифмети-
ческому значению MFI в отрицательном контро-
ле. Результат выражали в процентах.

Коэффициент активации положительного 
контроля считался убедительным при достиже-
нии значения не менее 50%. Активация клеток 
под действием исследуемых вариантов КА при-
знавалась значимой при коэффициенте актива-
ции не менее 30%.

Статистический анализ полученных данных 
был проведен с использованием языка про-
граммирования Python. Достоверность разли-
чий между группами устанавливали с помощью 
U-критерия Манна–Уитни. Результаты счита-
лись статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
В проведенных опытах на клетках U937, на-

ходящихся на 2-4 пассажах, выявлена экспрессия 
рецептора CD54 при стимуляции пептидогли-
каном и обоими вариантами КА (табл.  1,  2, 3). 
Прирост экспрессии варьировал как в положи-
тельном контроле, так и в вариантах с КА, при 
этом зафиксирован устойчивый дозозависимый 
эффект на экспрессию CD54, что свидетельство-
вало об активирующем воздействии исследуемых 
вариантов КА на клетки моноцитарно-макрофа-
гального ряда. Полученные результаты демон-
стрировали способность КА стимулировать реак-
ции врожденного иммунного ответа.

Оба исследуемых варианта КА в дозазависи-
мой манере влияли на активацию экспрессии 
рецептора CD54 (ICAM-1) клетками промоно-
цитарной линии человека U937. Целевая степень 
активации устойчиво наблюдалась в концентра-
ции 25 мкг/мл. Таким образом, данный метод и 
маркер являются перспективными инструмен-
тами для оценки активации клеток врожденного 
иммунитета в ответ на применение лекарствен-
ных средств на основе условно-патогенных бак-
терий.
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ТАБЛИЦА 2. СТИМУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ CD54 НА ТРЕТЬЕМ ПАССАЖЕ КУЛЬТУРЫ U937

TABLE 2. STIMULATION OF CD54 EXPRESSION IN THE THIRD PASSAGE OF U937 CELL CULTURE

Тип образца
Sample type

Дозы, 
мкг/мл
Dose,  
µg/mL

Комплекс антигенов
Antigen complex

Комплекс антигенов + сополимер
Antigen complex + copolymer

Уровень экспрессии 
CD54 (MFI)

CD54 expression level 
(MFI)
M±σ

Рост 
экспрессии 

CD54, %
Growth of CD54 
expression, %

Уровень 
экспрессии CD54 

(MFI)
CD54 expression 

level (MFI)
M±σ

Рост 
экспрессии 

CD54, %
Growth 
of CD54 

expression, 
%

Отрицательный 
контроль
Negative control

0 15,77±0,55 0 11,78±1,80 0

Положительный 
контроль 
Positive control

6,25 18,93±0,21* 20,04 18,57±0,45* 57,64

12,5 22,87±0,75* 45,02 23,80±1,21* 102,04

25 25,47±1,31* 61,51 30,3±1,4* 157,22

Исследуемый 
препарат
Investigated 
compound

6,25 18,47±0,86* 17,12 16,27±0,59* 38,12

12,5 20,30±0,69* 28,73 17±1* 44,31

25 23,13±0,40* 46,67 20,10±0,53* 70,63

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

ТАБЛИЦА 3. СТИМУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ CD54 НА ЧЕТВЕРТОМ ПАССАЖЕ КУЛЬТУРЫ U937

TABLE 3. STIMULATION OF CD54 EXPRESSION IN THE FOURTH PASSAGE OF U937 CELL CULTURE

Тип образца
Sample type

Дозы, 
мкг/мл
Dose,  
µg/mL

Комплекс антигенов
Antigen complex

Комплекс антигенов + сополимер
Antigen complex + copolymer

Уровень экспрессии 
CD54 (MFI)

CD54 expression level 
(MFI)
M±σ

Рост 
экспрессии 

CD54, %
Growth of CD54 
expression, %

Уровень 
экспрессии CD54 

(MFI)
CD54 expression 

level (MFI)
M±σ

Рост 
экспрессии 

CD54, %
Growth 
of CD54 

expression, 
%

Отрицательный 
контроль
Negative control

0 15,20±0,99 0 16,83±0,35 0

Положительный 
контроль 
Positive control

6,25 18,65±0,92* 22,7 21,97±0,78* 30,54

12,5 22,30±0,14* 46,71 26,30±1,73* 56,27

25 31,10±0,85* 104,61 33,4±3,0* 98,45

Исследуемый 
препарат
Investigated 
compound

6,25 17,80±0,57* 17,11 19,90±1,68* 18,24

12,5 19,75±0,64* 29,93 19,63±1,72* 16,64

25 22,65±1,91* 49,01 23,13±1,17* 37,43

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.



924

Kalinichenko E.O. et al.
Калиниченко Е.О. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

Авторы:

Калиниченко Е.О. – к.м.н., научный сотрудник 
лаборатории механизмов регуляции иммунитета 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин 
и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия

Козырева О.В. – научный сотрудник лаборатории 
механизмов регуляции иммунитета ФГБНУ «Научно-
исследовательский институт вакцин и сывороток 
имени И.И. Мечникова», Москва, Россия

Сидоров Н.Г. – аспирант, младший научный сотрудник 
лаборатории протективных антигенов ФГБНУ 
«Научно-исследовательский институт вакцин и 
сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия

Сорокина Е.В. – д.м.н., профессор, заведующая 
лабораторией механизмов регуляции иммунитета 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин 
и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия

Михайлова Н.А. – д.м.н., профессор, заведующая 
лабораторией протективных антигенов ФГБНУ 
«Научно-исследовательский институт вакцин и 
сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия

Authors:

Kalinichenko E.O., PhD (Medicine), Researcher, Laboratory 
of Mechanisms of Regulation of Immunity, I. Mechnikov 
Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian 
Federation

Kozyreva O.V., Researcher, Laboratory of Mechanisms 
of Regulation of Immunity, I. Mechnikov Research Institute  
for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation 

Sidorov N.G., Postgraduate Student, Junior Researcher, 
Laboratory of Protective Antigens, I. Mechnikov Research 
Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation 

Sorokina E.V., PhD, MD (Medicine), Professor, Head, 
Laboratory of Mechanisms of Regulation of Immunity, 
I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, 
Moscow, Russian Federation

Mikhailova N.A., PhD, MD (Medicine), Professor, Head, 
Laboratory of Protective Antigens, I. Mechnikov Research 
Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Поступила 16.04.2025
Отправлена на доработку 18.04.2025
Принята к печати 22.06.2025

Received 16.04.2025
Revision received 18.04.2025
Accepted 22.06.2025

Список литературы / References
1.	 Михайлова Н.А., Солдатенкова А.В., Грубер И.М., Курбатова Е.А., Свитич О.А., Зверев В.В., Ла-

зарев  С.А., Асташкина Е.А. Способ получения поликомпонентной вакцины на основе антигенов услов-
но-патогенных микроорганизмов. Патент RU 2799527 CI, 05.07.2023.  [Mikhajlova N.A., Soldatenkova A.V., 
Gruber  I.M., Kurbatova E.A., Svitich O.A., Zverev V.V., Lazarev S.A., Astashkina E.A. Method of obtaining a 
multicomponent vaccine based on antigens of opportunistic microorganisms. Patent RU 2799527CI, 05.07.2023].

2.	 Ade N., Martinozzi-Teissier S., Pallardy M., Rousset F. Activation of U937 cells by contact sensitizers: CD86 
expression is independent of apoptosis. J. Immunotoxicol., 2006, Vol. 3, no. 4, pp. 189-197.

3.	 Bui T.M., Wiesolek H.L., Sumagin R. ICAM-1: A master regulator of cellular responses in inflammation, 
injury resolution, and tumorigenesis. J. Leukoc. Biol., 2020, Vol. 108, no. 3, pp. 787-799.

4.	 Calderaro A., Buttrini M., Farina B., MontecchiniS., De Conto F., Chezzi C. Respiratory tract infections 
and laboratory diagnostic methods: a review with a focus on syndromic panel-based assays. Microorganisms, 2022, 
Vol. 10, no. 9, 1856. doi: 10.3390/microorganisms10091856.

5.	 Cazzola M., Anapurapu S., Page C.P. Polyvalent mechanical bacterial lysate for the prevention of recurrent 
respiratory infections: a meta-analysis. Pulm. Pharmacol. Ther. 2012, Vol. 25, no. 1, pp. 62-68.

6.	 GBD 2021 Upper Respiratory Infections Otitis Media Collaborators. Global, regional, and national burden 
of upper respiratory infections and otitis media, 1990–2021: a systematic analysis from the Global Burden of Disease 
Study 2021. Lancet Infect. Dis., 2025, Vol. 25, no. 1, pp. 36-51.

7.	 Lee R.A., Boucher H.W. Respiratory tract infections in the postpandemic era: a return to basics and call to 
action. Infect. Dis. Clin. North Am., 2024, Vol. 38, no.1, pp. xiii–xv.

8.	 Nascimento C.R., Rodrigues Fernandes N.A., Gonzalez Maldonado L.A., Rossa Junior C. Comparison of 
monocytic cell lines U937 and THP-1 as macrophage models for in vitro studies. Biochem. Biophys. Rep., 2022, 
Vol. 32, 101383. doi: 10.1016/j.bbrep.2022.101383.

9.	 Piroird C., Ovigne J.M., Rousset F., Martinozzi-Teissier S., Gomes C., Cotovio J., Alépée N. The Myeloid 
U937 Skin Sensitization Test (U-SENS) addresses the activation of dendritic cell event in the adverse outcome 
pathway for skin sensitization. Toxicol. In Vitro, 2015, Vol. 29, no. 5, pp. 901-916.

10.	 Sundström C., Nilsson K. Establishment and characterization of a human histiocytic lymphoma cell line 
(U-937). Int. J. Cancer, 1976, Vol. 17, no. 5, pp. 565-577.

Заключение
Результаты нашего исследования подтверж-

дают значимость использования ICAM-1 как 
маркера активации клеток моноцитарно-ма-
крофагального ряда при воздействии комплекса 

антигенов условно-патогенных бактерий. Это от-
крывает перспективу применения апробирован-
ного метода для оценки влияния препаратов на 
основе условно-патогенных бактерий на врож-
денный иммунитет.
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ИЗМЕНЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ IFNαα И IFNbb  
ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ миРНК, НАПРАВЛЕННЫХ  
К ГЕНУ Nup98 ПРИ ИНФЕКЦИИ, ВЫЗВАННОЙ  
ВПГ-1 IN VITRO
Пашков Е.А., Куликова Л.А., Свитич О.А., Зверев В.В.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, Россия  
ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский Университет), Москва, Россия

Резюме. Вирус простого герпеса 1-го типа (ВПГ-1) таксономически относится к подсемейству 
α-герпесвирусов и представляет собой сложноорганизованный вирус с двухцепочечной ДНК. Вы-
зываемые ВПГ-1 инфекции являются чрезвычайно распространенными в человеческой популяции; 
глобальный уровень инфицированного населения в возрасте до 50 лет составляет 65%. Помимо губ-
ных и генитальных высыпаний, среди заболеваний, причиной которых может быть ВПГ-1, выделяют 
стромальный герпетический кератит, энцефалит простого герпеса и болезнь Альцгеймера. Исходя 
из этого, адаптивный иммунный ответ очень важен для контроля инфекции ВПГ, ее реактивации и 
осложнений. Одними из ключевых компонентов адаптивного иммунитета являются IFNα и IFNβ, 
играющие важную роль на ранних стадиях инфекции, вызванных герпесвирусами. Повышение экс-
прессии IFNα влечет за собой индукцию системного иммунного ответа (посредством активации NK-
клеток, Т-лимфоцитов и усиления их миграции в очаг воспаления), а также подавление вирусного 
жизненного цикла посредством стимуляции цитотоксичности NK-клеток и дифференцировки Th1-
клеток. В свою очередь, основной функцией IFNβ является стимуляция экспрессии интерферон-
стимулирующих генов (ISGs), чьи продукты экспрессии будут ингибировать цикл вирусной репро-
дукции на разных ее этапах. Для лечения герпетической инфекции в настоящее время используется 
широкий арсенал средств медикаментозной терапии и иных подходов, однако с течением времени 
наблюдается рост заболеваемости инфекции ВПГ-1 в популяции. Исходя из этого, в настоящее вре-
мя необходим поиск новых подходов, направленных на снижение заболеваемости инфекции ВПГ-1 
и индуцированных ей осложнений. Перспективным подходом в данной ситуации может стать ис-
пользование явления РНК-интерференции, лежащей в основе механизма действия потенциальных 
противогерпетических препаратов нового поколения. РНК-интерференция – целевой процесс ин-
гибирования трансляции мРНК, что влечет за собой нарушение процесса биосинтеза белка. В ходе 
своей репродукции, ВПГ-1 импортирует вирусную ДНК через ядерно-поровый комплекс (ЯПК), 
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находящийся в мембране клеточного ядра и состоящего из белков-нуклеопоринов (Nup98, Nup205, 
NXF1 и др.). Следовательно, нарушение структуры ЯПК в результате миРНК-опосредованного ин-
гибирования образования белков-нуклеопоринов, может гипотетически приводить к снижению ре-
продукции ВПГ-1.

Ключевые слова: IFNα, IFNβ, Nup98, цитокины, экспрессия генов, ВПГ-1, РНК-интерференция, миРНК

ALTERATION OF IFNαα AND IFNbb GENE EXPRESSION BY siRNA 
TARGETING THE Nup98 GENE DURING IN VITRO HSV-1 
INFECTION 
Pashkov E.A., Kulikova L.A., Svitich O.A., Zverev V.V.
I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  
I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is taxonomically classified as α-herpesvirus and is a complex 
double-stranded DNA virus. HSV-1 infections are extremely common among human population, with a global 
prevalence of 65% in persons under 50. In addition to labial and genital lesions, HSV-1-associated diseases 
include herpetic stromal keratitis, HSV encephalitis, and Alzheimer’s disease. Therefore, adaptive immune 
response is essential for controlling HSV infection, its reactivation, and complications. Key components of 
the adaptive immunity include IFNα and IFNβ, which play an important role at the early stages of infection 
caused by herpesviruses. Increased IFNα expression induces a systemic immune response, by activating NK 
cells, T lymphocytes, and increasing their migration to the inflammation site, as well as suppression of the 
viral life cycle by stimulating NK cell cytotoxicity and Th1 cell differentiation. Moreover, the main functions 
of IFNβ are to induce expression of interferon-stimulating genes (ISGs), whose expression products are able 
to inhibit viral reproduction cycle at various stages. A wide range of drug therapies and other approaches are 
currently used to treat herpes infections. Over time, however, an increased incidence of HSV-1 infection is 
observed in general population. In view of the current trends, it is necessary to search for new approaches 
aimed at reducing the incidence of HSV-1 infection and its complications. A promising approach may include 
usage of RNA interference effect, which underlies the action of potential new-generation antiherpetic drugs. 
RNA interference is a targeted inhibition of mRNA translation which entails disruption of subsequent protein 
biosynthesis. During its reproduction, HSV-1 imports viral DNA through the nuclear pore complex (NPC), 
located at the nuclear membrane. The NPC consists of nucleoporin proteins (Nup98, Nup205, NXF1 and 
others). Therefore, disruption of NPC structure resulting from miRNA-mediated inhibition of nucleoporin 
protein formation may hypothetically lead to a decreased HSV-1 reproduction.

Keywords: IFNα, IFNβ, Nup98, cytokines, gene expression, influenza, HSV-1, siRNA

Введение
Вирус простого герпеса 1-го типа (ВПГ- 1) 

таксономически относится к подсемейству 
α-герпесвирусов и представляет собой сложно-
организованный вирус с двухцепочечной ДНК. 
Вызываемые ВПГ-1 инфекции являются чрез-
вычайно распространенными в человеческой по-
пуляции, глобальный уровень инфицированного 
населения в возрасте до 50 лет составляет 65% [1]. 
Помимо губных и генитальных высыпаний, сре-
ди заболеваний, причиной которых может быть 
ВПГ-1, выделяют стромальный герпетический 
кератит, энцефалит простого герпеса и болезнь 
Альцгеймера  [3]. Исходя из этого, адаптивный 

иммунный ответ очень важен для контроля ин-
фекции ВПГ, ее реактивации и осложнений  [4]. 
Одними из ключевых компонентов адаптивно-
го иммунитета являются IFNα и IFNβ, играю-
щие важную роль на ранних стадиях инфекции, 
вызванных герпесвирусами  [5, 6]. Повышение 
экспрессии IFNα влечет за собой индукцию си-
стемного иммунного ответа (посредством акти-
вации NK-клеток, Т-лимфоцитов и усиления их 
миграции в очаг воспаления), а также подавле-
ние вирусного жизненного цикла посредством 
стимуляции цитотоксичности NK-клеток и диф-
ференцировки Th1-клеток  [7]. В свою очередь, 
основной функцией IFNβ является стимуляция 
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экспрессии интерферон-стимулирующих генов 
(ISGs), чьи продукты экспрессии будут ингиби-
ровать цикл вирусной репродукции на разных ее 
этапах [7].

Для лечения герпетической инфекции в на-
стоящее время используется широкий арсенал 
средств медикаментозной терапии и иных под-
ходов, однако с течением времени наблюдается 
рост заболеваемости инфекции ВПГ-1 в популя-
ции [2]. Исходя из этого, в настоящее время не-
обходим поиск новых подходов, направленных 
на снижение заболеваемости инфекции ВПГ-1 
и индуцированных ей осложнений. Перспектив-
ным подходом в данной ситуации может стать 
использование явления РНК-интерференции, 
лежащей в основе механизма действия потенци-
альных противогерпетических препаратов ново-
го поколения. РНК-интерференция  – целевой 
процесс ингибирования трансляции мРНК, что 
влечет за собой нарушение процесса биосинтеза 
белка [8]. 

В ходе своей репродукции, ВПГ-1 импорти-
рует вирусную ДНК через ядерно-поровый ком-
плекс (ЯПК), находящийся в мембране клеточ-
ного ядра и состоящего из белков-нуклеопоринов 
(Nup98, Nup205, NXF1 и др.) [9]. Следовательно, 
нарушение структуры ЯПК в результате миРНК-
опосредованного ингибирования образования 
белков-нуклеопоринов может гипотетически 
приводить к снижению репродукции ВПГ-1.

Исходя из вышесказанного, целью настоящего 
исследования является оценка противовирусного 
эффекта миРНК, направленных к клеточному 
гену Nup98, а также оценка динамики экспрессии 
цитокинов IFNα и IFNβ на модели in vitro. 

Материалы и методы
Подбор миРНК, олигонуклеотидов, комплек-

сы миРНК, использованные в работе, методика 
трансфекции клеток миРНК с последующим за-
ражением, использованные в работе, выделение 
тотальной РНК, проведение ОТ-ПЦР-РВ, опре-
деление экспрессии цитокинов, методика титро-
вания вируса по конечной точке ЦПД представ-
лены в нашем более раннем исследовании [10]. 

В работе был использован использован ВПГ- 1 
(коллекция ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток 
им. И.И. Мечникова, Россия). Культивирова-
ние и определение титра вируса проводилось на 
культуре клеток эпителия почечных канальцев 
зеленой мартышки-мармазетки Vero (ФГБНУ 
НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечнико-
ва, Россия). Для заражения использовали мно-
жественность инфицирования (мн.  з., MOI), 
равную 0,01 ед. Клетки Vero выращивали в среде 
DMEM (НПП «ПанЭко», Россия), содержащей 
10% эмбриональной сыворотки коров (ЭСК) 

Gibco (Thermo Fisher Scientific, Новая Зеландия), 
40  мкг/мл гентамицина (НПП «ПанЭко», Рос-
сия), и 300 мкг/мл L-глутамина (НПП «ПанЭко», 
Россия) при 37 °С в CO2-инкубаторе. 

Тотальную РНК выделяли из клеточного лиза-
та набором ExtractRNA (ЗАО «Евроген», Россия). 
Для постановки реакции обратной транскрип-
ции (ОТ) применяли набор реагентов ОТ-1 (ООО 
«Синтол», Россия). Для ПЦР-РВ использовали 
набор реагентов для проведения ПЦР-РВ в при-
сутствии красителя EVA Green и референсного 
красителя ROX (ООО «Синтол», Россия). Рабо-
чая концентрация праймеров составила 10 пмоль 
на реакционную смесь. Реакция ПЦР-РВ про-
водилась в амплификаторе ДТ-96 (ООО «ДНК-
технология», Россия). Температурно-временной 
режим составил 95  °С в течение 5 мин (1 цикл), 
62 °С – 40 с, 95 °С – 15 с (40 циклов). Праймеры 
для определения экспрессии цитокинов (ООО 
«Синтол», Россия) представлены в исследова-
ниях  [11]. Специфичность полученного сигнала 
оценивалась посредством выстраивания кривой 
при амплификации. Оценка изменения экспрес-
сии целевого гена проводилась с использованием 
критерия 2-ΔΔCT  [12]. Оценку экспрессии IFNα и 
IFNβ проводили относительно групп неспеци-
фического контроля с миРНК siL2. Выполнялся 
расчет разницы трех повторов значений порого-
вых циклов ПЦР (ΔCt) между исследуемыми ге-
нами неспецифического контроля siL2 и геном 
домашнего хозяйства GAPDH.

Статистическую значимость полученных ре-
зультатов определяли с помощью критерия Ман-
на–Уитни. Разница считалась достоверной при 
p ≤ 0,01 и p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение
При оценке противовирусного эффекта 

миРНК, направленных к гену Nup98 наблюдалось 
снижение репродукции ВПГ-1 по результатам 
титрования по ЦПД. При использовании миРНК 
Nup98.1 в течение 3 суток с момента трансфек-
ции отмечалось достоверное снижение вирусной 
репродукции на 0,8, 1,2 и 1,5 lgТЦД50/мл (lg тка-
невых цитотоксических доз 50/мл) относительно 
контрольной группы siL2. При использовании 
миРНК Nup98.2 достоверное снижение вирус-
ной активности наблюдалось на 2-е и 3-и сутки с 
момента трансфекции. Вирусный титр в клетках, 
обработанных миРНК Nup98.2, был достоверно 
ниже аналогичного показателя в контрольной 
группе на 1,2 и 2 lgТЦД50/мл. Полученные дан-
ные представлены в таблице 1.

При оценке экспрессии гена IFNα не наблю-
далось достоверных различий между клетками, 
обработанными миРНК Nup98.1 и 2, и контроль-



928

Pashkov E.A. et al.
Пашков Е.А. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

ТАБЛИЦА 1. ПРОТИВОВИРУСНЫЙ ЭФФЕКТ миРНК, СПЕЦИФИЧНЫХ К КЛЕТОЧНОМУ ГЕНУ Nup98
TABLE 1. ANTIVIRAL EFFECT OF siRNAS SPECIFIC TO THE CELLULAR GENE Nup98

Сутки
Day Nup98.1 Nup98.2 siL2

1-е сутки
1st day 6,0±0,2* 6,4±0,6 6,8±0,3

2-е сутки
2nd day 5,7±0,5* 5,7±0,2* 6,9±0,5

3-и сутки
3rd day 5,7±0,2* 5,3±0,4* 7,2±0,2

Примечание. По горизонтали указаны миРНК. * – р < 0,05.

Note. siRNAs are indicated horizontally. *, p < 0.05.

Рисунок 1. Влияние миРНК, направленных к гену Nup98 на экспрессию IFNββ
Примечание. * – р ≤ 0,05.
Figure 1. Effect of siRNAs targeting the Nup98 gene on IFNβ expression
Note. *, p ≤ 0.05.
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ной группой плацебо (группа, включающая в 
себя применение неспецифического контроля). 

Далее при исследовании было установлено, 
что наиболее эффективное повышение экспрес-
сии IFNβ наблюдается при трансфекции миРНК 
Nup98.1. В данном случае достоверный рост экс-
прессии гена IFNβ относительно неспецифиче-
ского контроля siL2 выше на 41% и 62%. При ис-
пользовании миРНК Nup98.2 достоверный рост 
экспрессии отмечался на 3-и сутки и составил 
105% относительно неспецифического контроля 
siL2. Полученные данные представлены на ри-
сунке 1.

Блокировка процесса импорта вирусной ДНК 
в нуклеоплазму приводила к выраженному сни-

жению вирусной репродукции на модели in vitro, 
что подтверждает значительную зависимость 
ВПГ-1 от нормально функционирующего ядер-
но-порового комплекса. Дополнительно отме-
чалось достоверное повышение относительно 
неспецифического контроля уровня экспрессии 
IFNβ, но не IFNα. Такая избирательная акти-
вация экспрессии IFNβ связана с накоплением 
вирусной ДНК в цитоплазме и последующей за 
этим активацией регуляторного пути cGAS-
STING, ключевого механизма, ответственного за 
распознавание ДНК в цитоплазме клеток. Акти-
вация пути cGAS-STING приводит к повышению 
экспрессии и выработки IFNβ, который стиму-
лирует индукцию активности ISG, чьи продукты 
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экспрессии подавляют вирусную репродукцию, и 
усиливает степень презентации антигена, что вы-
зывает значительное моделирование адаптивно-
го иммунного ответа [10]. 

При оценке изменения экспрессии IFNα не 
было выявлено достоверных различий между 
исследуемыми и контрольной группами. Насто-
ящее отсутствие между группами может объяс-
няться тем, что, ввиду особенностей клеточной 
линии Vero, она обладает ограниченной экспрес-
сией TLR7/9, отвечающих за распознавание ви-
русной ДНК в эндосомах и последующей индук-
ции IFNα. 

Таким образом, избирательное повышение 
IFNβ отражает наличие локального противови-
русного ответа, опосредованного cGAS-STING-
путем, в то время как системный IFNα в данной 
модели не является задействованным. 

Заключение
Настоящие данные позволяют сделать вывод, 

что структуры, принимающие участие в процес-
се ядерного импорта вирусной ДНУ, являются 
мишенями для подавления репродукции ВПГ-1, 
а цитоплазматические сенсоры, распознающие 
ДНК, играют важную роль в развитии иммунно-
го ответа при блокировке вирусного жизненного 
цикла. Результаты, полученные в ходе исследо-
вания, открывают перспективы для разработки 
новых стратегий терапии ВПГ-1-инфекции. По-
лученные результаты открывают перспективы 
для разработки терапевтических стратегий, на-
правленных на модуляцию cGAS-STING-пути в 
комбинации с ингибиторами ядерного транспор-
та вирусов.
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СОДЕРЖАНИЕ ХЕМОКИНОВ RANTES, IL-8  
И MIP-1ββ В ЛИЗАТАХ ТРОМБОЦИТОВ,  
ПОЛУЧЕННЫХ ИЗ ДОНОРСКОЙ КРОВИ
Шуплецова В.В.1, Мелащенко О.Б.1, Газатова Н.Д.1, 
Хазиахматова О.Г.1, Минина А.С.1, Коптева А.1, Кабанчук Н.А.2, 
Первенецкая Т.Н.2, Гончаров А.Г.1, Литвинова Л.С.1
1 ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта», г. Калининград, Россия  
2 ГБУЗ «Станция переливания крови Калининградской области», г. Калининград, Россия

Резюме. Ростовые добавки, получаемые из сыворотки животных, имеют достаточно лабильный 
диапазон содержания конкретного ростового фактора и потенциально могут быть инфицированы. 
С другой стороны, ростовые добавки, получаемые из животного сырья, содержат композицию бел-
ков, витаминов и микроэлементов, необходимых для полноценного роста клеток, а указанные недо-
статки возможно преодолеть заменой на продукт, получаемый из донорской крови человека. Лизат 
тромбоцитов имеет в составе биологически активные молекулы, заключенные в различных гранулах 
этих форменных элементов крови. Концентрация отдельных компонентов в получаемом продукте 
различна и, по-видимому, зависит не только от пола и группы крови, но и от других, пока не установ-
ленных индивидуальных особенностей. Целью исследования было изучить содержание некоторых 
членов семейства хемокиниов, в частности: RANTES, MIP-1β и IL-8 в лизатах тромбоцитов, полу-
ченных от здоровых доноров. Наиболее высокие концентрации цитокина MIP-1β отмечены у доно-
ров с резус-отрицательной принадлежностью, у женщин с третьей и мужчин четвертой группы крови. 
Самые высокие значения содержания IL-8 в лизате тромбоцитов зарегистрированы также у мужчин 
и женщин с резус-отрицательной кровью четвертой группы. Лизат тромбоцитов волонтеров второй 
группы крови (мужчины резус-отрицательные, женщины резус-положительные) содержал наиболь-
шее количество RANTES. Обнаружены достоверные различия между уровнем фактора MIP-1β в 
тромболизате у мужчин и женщин со второй A (II) и четвертой AB (IV) группами резус-отрицательной 
крови; между женщинами третьей B (III) группы крови с разным резус-фактором. Кроме того, стати-
стически значимо различались значения хемокина RANTES/CCL5 в тромболизате крови в группах 
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мужчин и женщин со второй A (II) (с R (+) и R (-)) и четвертой AB (IV) группами крови (с R (+)). Ин-
тересно, что у мужчин с первой 0 (I) и второй A (II) группами крови с отрицательным резус-фактором 
содержание хемокина RANTES/CCL5 в тромболизате крови значимо превышало аналогичные зна-
чения в таковом, полученном от резус-положительных мужчин. Связь между принадлежностью до-
норов к той или иной группе крови и содержанием указанных хемокинов пока не ясна, в дальнейшем 
глубокий биоинформатический анализ позволит вскрыть пока не очевидную коммуникацию между 
этими показателями. 

Ключевые слова: донорская кровь, тромбоциты, лизат тромбоцитов, культуральные среды, хемокины

CONTENT OF RANTES, IL-8 AND MIP-1ββ CHEMOKINES 
IN PLATELET LYSATES OBTAINED FROM DONOR BLOOD
Shupletsova V.V.a, Melashchenko O.B.a, Gazatova N.D.a, 
Khaziakhmatova O.G.a, Minina A.S.a, Kopteva A.a, Kabanchuk N.A.b, 
Pervenetskaya T.N.b, Goncharov A.G.a, Litvinova L.S.a
a Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  
b Blood Transfusion Station of the Kaliningrad Region, Kaliningrad, Russian Federation

Abstract. Growth supplements obtained from animal sera have a rather variable range of a specific growth 
factor contents and are subject to potential contamination. Moreover, the growth supplements obtained from 
animal raw materials contain a composition of proteins, vitamins and microelements necessary for full-fledged 
cell growth, and one may overcome these drawbacks by replacing them with a product obtained from human 
donor blood. Platelet lysate contains biologically active molecules derived from endogenous granules of these 
blood elements. Concentration of distinct biocomponents in the resulting product is variable, depending not 
only on gender and blood group, but also on other, as yet unidentified individual characteristics. The aim of 
this study was to examine the content of some chemokines, in particular, RANTES, MIP-1β and IL-8, in 
platelet lysates obtained from healthy donors. The highest concentrations of MIP-1β cytokine were noted in 
Rh-negative donors, in females with blood group III, and in males with the IV. blood group. The highest IL-8 
contents in platelet lysate were also recorded in Rh-negative, group IV men and women. Platelet lysate of 
volunteers with the II blood group (men, Rh-negative; women, Rh-positive) contained the highest amount of 
RANTES. Significant differences were found between the MIP-1β levels in thrombolysate of men and women 
with the second A (II), and AB (IV) Rh-negative blood groups; between women of the third B (III) blood group 
with different Rh factors. Moreover, statistically significant differences were found in the RANTES/CCL5 
chemokine values in the thrombolysate for the groups of men and women with the second A (II) [with R (+) 
and R (-)], and AB (IV) blood group (Rh+). Interestingly, in Rh (-) men with the first 0 (I) and second A (II) 
blood groups, the content of chemokine RANTES/CCL5 in the blood thrombolysate significantly exceeded 
similar values in the blood obtained from Rh-positive men. Conclusion: The relationship between the donors’ 
belonging to a particular blood group and the content of these chemokines is not yet clear. Future studies with 
deep bioinformatics analysis will reveal the unclear interrelations between these indicators.

Keywords: donor blood, platelets, platelet lysate, culture media, chemokines

Введение
Для наращивания целевых клеток, предна-

значенных для использования в качестве био-
медицинских клеточных продуктов (БМКП), 
наиболее оптимальным является выбор так на-
зываемых синтетических сред, позволяющих 

обеспечить достаточно стандартные условия 
культивирования  [5]. Другим, не менее важным 
компонентом систем культивирования, являют-
ся ростовые факторы, обеспечивающие, с одной 
стороны, стабильный рост культуры, ее функци-
ональность, с другой – нужное направление диф-
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ференцировки клеток  [14]. Выбор между синте-
тическими и ростовыми добавками животного 
происхождения является предметом дискуссии 
среди исследователей. Синтетические (реком-
бинантные) ростовые факторы легко дозируют-
ся и не подвержены факторам контаминации. 
Для ростовых добавок, получаемых от животных 
(в т. ч. от человека), потенциально всегда суще-
ствует риск инфицирования и достаточно ши-
рокий (лабильный) диапазон содержания в них 
конкретного ростового фактора. В то же время 
они содержат композицию белков, витаминов и 
микроэлементов, необходимых для полноцен-
ного роста клеток. Указанные недостатки при-
менения ростовых добавок животного происхож-
дения возможно преодолеть заменой на продукт, 
получаемый из донорской крови человека. В 
этом отношении, многообещающим источни-
ком ростовых факторов является лизат тромбо-
цитов, получаемый из донорской крови. Роль 
тромбоцитов в процессах гемостаза, воспаления 
и регенерации общеизвестна и обеспечивается 
биологически активными молекулами, содержа-
щимися в различных гранулах этих форменных 
элементах крови. Основным резервуаром, содер-
жащим гомеостатические соединения, являются 
альфа-гранулы тромбоцитов. В этих специализи-
рованных органеллах содержатся белки сверты-
вания крови (фактор V, фактор IX, фактор XIII, 
антитромбин, плазминоген, ингибитор актива-
тора плазминогена 1), фибриноген, P-селектин, 
тромбоцитарный фактор-4, B-тромбоглобулин, 
фактор фон Виллебранда, фибронектин, хемо-
таксические агенты, опосредующие процесс 
свертывания  [1]. Кроме того, альфа-гранулы 
тромбоцитов включают в себя ряд уникальных 
медиаторов/молекул, принимающих участие в 
реакциях иммунной системы, механизмах воспа-
ления и регенерации. Среди них можно выделить: 
тромбоцитарные факторы роста (PDGF), транс-
формирующие факторы роста (TGF-β), факторы 
роста эндотелия сосудов (VEGF), факторы роста 
эпителия (EGF), факторы роста фибробластов 
(FGF), инсулиноподобные факторы роста (IGF), 
ряд интерлейкинов и хемокинов: IL-1β, IL-1Ra, 
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12, 
IL-8, MIP-1α, MIP-1β, RANTES, PF4 и TNFα [2, 
3, 15]. Содержимое этих гранул высвобождается 
после активации тромбоцитов, попадая в окру-
жающую среду через их канальцевую систему. 
Основное внимание специалистов, работающих 
в области регенеративной медицины, сосредото-
чено на содержании в продуктах, обогащенных 
тромбоцитами, различных ростовых факторов, 

про- и противовоспалительных цитокинов. Од-
нако, несмотря на многочисленные сведения, на 
сегодняшний день нет четких данных о количе-
ственном содержании членов семейства хемоки-
нов, в частности RANTES, MIP-1β и IL-8 в ли-
затах тромбоцитов, полученных от разных групп 
доноров, в зависимости от пола, группы крови и 
резус-фактора. Изучение этого вопроса и опреде-
лило цель настоящего исследования. 

Материалы и методы 
Для решения поставленной цели в лизатах 

тромбоцитов, выделенных из донорской крови 
112 здоровых доноров, мы повели оценку содер-
жания фактора активации и секреции нормаль-
ных Т-лимфоцитов (Regulated upon Activation, 
Normal T cell Expressed and Secreted, RANTES, 
CCl5), фактора хемотаксисса нейтрофилов (ин-
терлейкин-8, IL-8) и макрофагального воспали-
тельного белка 1β (MIP-1β). Образцы донорского 
материала получали на ГБУЗ «Станция перели-
вания крови Калининградской области». Группа 
добровольцев в возрасте от 26 до 45 лет состоя-
ла из 64 женщин и 64 мужчин. Все волонтеры 
были разбиты на подгруппы по принадлежно-
сти к группам крови и резус-фактору. Донорская 
кровь (в объеме 450 мл) на станции переливания 
крови проходила следующие технологические 
процедуры: центрифугирование с целью выде-
ления эритроцитарной массы и плазмы. Осадок 
в виде тромбо-лейкоцитарной взвеси в объеме от 
50 до 80 мл поступал для дальнейшего анализа в 
Центр иммунологии и клеточных биотехнологий 
(ЦИКБ) БФУ им. И. Канта. Экспериментальные 
образцы были стандартизированы по количеству 
тромбоцитов – 1 × 108 тр/мл. Лизат тромбоцитов 
получали по оригинальной методике, разрабо-
танной в ЦИКБ. В серии экспериментов нами 
была адаптирована и апробирована методика 
получения лизата тромбоцитов, с определением 
оптимальных режимов замораживания, размора-
живания и центрифугирования тромбоцитарного 
концентрата. Содержание факторов: RANTES, 
IL-8 и MIP-1β в тромболизатах, полученных от 
отдельных групп доноров, определяли методом 
проточной флуориметрии, с использованием 
автоматизированной системы анализа белков 
(Bio-Plex Protein Assay System, Bio-Rad, США) и 
коммерческой тест-системы (Bio-Plex Pro Human 
Cytokine 27-plex Assay, Bio-Rad, Hercules, CA, 
США), в соответствии с протоколом производи-
теля, с использованием программного обеспече-
ния (Bio-Plex Manager, Bio-Rad, США).
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Статистическая обработка полученных резуль-
татов

Анализ совокупности экспериментальных 
данных, полученных в ходе исследования, про-
водился с помощью программы по статисти-
ческой обработке экспериментальных данных 
SPSS Statistics. Исследование нормальности 
распределения количественных характеристик 
проводили с использованием критерия Краске-
ла–Уоллиса. Так как данные соответствовали 
нормальному распределению, гипотезу о равен-
стве выборочных средних проверяли с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента (двусторонний, 
непарный с неравным отклонением) для срав-
нения групп. Различия считались достоверными 
при уровне значимости р < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Секреторный потенциал тромбоцитов зависит 

от их предшественника – мегакариоцита [13]. В 
настоящее время показано, что мегакариоциты 
посредством цитокиновой сигнализации не толь-
ко принимают активное участие в иммунологи-
ческих реакциях врожденного и адаптивного им-
мунитета, но и регулируют развитие иммунных 
клеток в красном костном мозге [4, 8]. Поэтому 
наличие не только ростовых факторов, но и ши-
рокого спектра интерлейкинов и хемокинов, в 
первую очередь в альфа-гранулах тромбоцитов, 
с биологической точки зрения является вполне 
логичной. Хемокины относятся к группе вне-
клеточных белковых молекул, экспрессируемых 
большинством ядросодержащих клеток и, как 
показали исследования последних лет, безъядер-
ными тромбоцитами [3]. 

 Одним из 28 хемокинов подкласса СС, секре-
тируемым в том числе активированными тром-
боцитами, является RANTES (CCl5). Помимо 
тромбоцитов, главными его продуцентами вы-
ступают также Т-лимфоциты и лимфатические 
эпителиальные клетки. Основные биологиче-
ские эффекты этого цитокина реализуются через 
экспрессируемые на лимфоцитах, эозинофилах, 
тромбоцитах, тучных и мезенхимальных клет-
ках рецепторы CCR1, CCR3, CCR4 и CCR5  [7]. 
Будучи мощным хемоантрактантом для клеток, 
принимающих участие в реакциях воспаления, 
он также привлекает в очаг воспаления ММСК, 
принимая таким образом участие в процессах 
регенерации  [10]. К хемокинам семейства СС 
относится также выявленный нами в лизате 
тромбоцитов MIP-1β (CCL4). Основными про-
дуцентами этого хемокина являются макрофаги, 
дендритные клетки и лифоциты [12]. Биологиче-
ские эффекты CCL4 связаны, в первую очередь, 

с хемотаксисом в очаг воспаления нейтрофилов, 
эозинофилов, базофилов, а затем и моноцитов, 
дендритных клеток, Т-лимфоцитов NK-клеток, 
фибробластов и тромбоцитов. Помимо хемотак-
сиса, он вызывает синтез и дегрануляцию про-
воспалительных цитокинов таких как интер-
лейкин 1 (IL-1), IL-6 и TNFα из фибробластов 
и макрофагов. Действие CCL4 осуществляется 
через рецепторы CCR5 и CCR1, представленные 
на вышеперечисленных клетках  [9]. Интерлей-
кин-8 (IL-8, CXCL8) по своим функциональным 
характеристикам можно отнести как к про-, так 
и противовоспалительным циткинам  [6]. Глав-
ными клетками-продуцентами этого хемокина 
являются моноциты, макрофаги и клетки эндо-
телия  [11]. Основная роль IL-8 при воспалении 
заключается в рекрутинге нейтрофилов, при 
этом он также ответственен за хемотаксическую 
миграцию и активацию моноцитов, лимфоцитов, 
базофилов и эозинофилов в очаг воспаления. 
IL- 8, взаимодействуя со стволовыми/прогени-
торными клетками костного мозга, также облада-
ет способностью мобилизовать и высвобождать 
кроветворные клетки в периферическое крово-
обращение [11]. Реализация эффектов IL-8 про-
исходит через активацию на клетках-мишенях 
главным образом CXCR1, в меньшей степени че-
рез CXCR2. Важно отметить, что при связывании 
IL-8 с рецепторами происходит активация вну-
триклеточных каскадов, вызывающих не только 
хемотаксис, но и дегрануляцию клеток-мише-
ней. В соответствии с поставленной целью нами 
было изучено содержание химозинов RANTES, 
IL-8 и MIP-1β в лизатах тромбоцитов, выделен-
ных из донорской крови в группах доноров, рас-
пределенных по полу, группам крови и резус при-
надлежности.

В таблице 1 представлены результаты по 
содержанию членов семейства хемокинов 
RANTES, MIP-1β и IL-8, в лизатах тромбоцитов. 
Можно отметить, что наиболее высокие концен-
трации цитокина MIP-1β отмечены у доноров с 
резус-отрицательной принадлежностью, у жен-
щин с третьей и мужчин четвертой группы кро-
ви. Самые высокие значения содержания IL-8 в 
лизате тромбоцитов зарегистрированы также у 
мужчин и женщин с резус-отрицательной кровью 
четвертой группы. Лизат тромбоцитов волон-
теров второй группы крови (мужчины резус-от-
рицательные, женщины резус-положительные) 
содержал наибольшее количество RANTES. 
Обнаружены достоверные различия между со-
держанием в тромболизате фактора MIP-1β у 
мужчин и женщин со второй A (II) и четвертой 
AB (IV) группами резус-отрицательной крови; 
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между женщинами третьей B (III) группы крови 
с разным резус-фактором. Кроме того, статисти-
чески значимо различались значения хемокина 
RANTES/CCL5 в тромболизате крови в груп-
пах мужчин и женщин со второй A (II) (с R (+) 

и R (-)) и четвертой AB (IV) группами крови (с 
R (+)). Интересно, что у мужчин с первой 0 (I) 
и второй A (II) группами крови с отрицательным 
резус-фактором содержание хемокина RANTES/
CCL5 в тромболизате крови значимо превышало 

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИИ В ЛИЗАТЕ ТРОМБОЦИТОВ (ПГ/МЛ) В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПОЛА, ГРУППЫ КРОВИ, 
РЕЗУС-ФАКТОРА, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. CONCENTRATIONS IN PLATELET LYSATE (PG/ML) DEPENDING ON GENDER, BLOOD TYPE, RH FACTOR, 
Ме (Q0.25-Q0.75)

MIP-1b 0 (I) A (II) B (III) AB (IV)

Мужчины
Men

R (+) 138,83 
 (134,11-209,61)

163,1 
 (155,68-194,88)

168,675 
 (102,56-258,75)

250,515 
 (216,07-278,56)

R (-) 193,155 
 (157,30-278,56)

306,735 
 (247,55-329,31)

230,34 
(194,8575-234,5400)

505,33 
 (341,98-610,03)

Женщины
Women

R (+) 148,295 
 (123,27-173,29)

192,245 
 (173,800-236,865)

178,6 
 (128,7600-219,8225)

191,78 
 (160,2600-215,6975)

R (-) 169,67 
 (148,04-204,59)

126,19* 
 (117,925-170,335)

301,935#

 (181,95-401,56)
169,55* 

 (124,3500-228,9425)

IL-8 0 (I) A (II) B (III) AB (IV)

Мужчины
Men

R (+) 231,53 
 (212,56-1290,67)

205,9
 (162,0-388,8)

285,62 
 (98,02-655,72)

205,34 
 (111,16-754,46)

R (-) 156,13 
(129,4-1291,2)

170,25 
(114,84-1214,95)

263,59 
(196,29-699,57)

415,61 
 (317,88-1458,25)

Женщины
Women

R (+) 202,78 
(195,51-261,23)

386,89 
(247,86-736,33)

197,73 
(132,24-273,37)

63,42
 (14,36-238,66)

R (-) 357,75 
(157,72-686,26)

403,92 
(351,3900-436,1175)

266,41 
(80,52-2779,67)

389,9 
 (84,60-504,61)

RANTES/CCL5 0 (I) A (II) B (III) AB (IV)

Мужчины
Men

R (+) 1648 
(1279,88-2621,12)

2615,04 
(2342,07-3067,30)

3509,32 
 (3155,97-3731,69)

2761,485 
(2578,31-3004,51)

R (-) 3157,33#

 (2474,93-4010,42)
4232,25#

 (3475,37-5121,47)
3154,265 

(2435,66-4042,72)
3199,05 

 (2728,88-3512,47)

Женщины
Women

R (+) 2538,27
 (1378,28-2764,50)

4164,48*
 (2785,18-5748,01) 

3611,2 
 (3074,75-4132,56)

1830,45*
 (1193,77-2450,31)

R (-) 1664,5 

 (1261,31-2387,54)
2374,5* #

 (2295,24-2525,30)
3732,385 

 (3005,00-4416,50)
2322,53

 (2182,78-2867,64)

Примечание. * – достоверные различия (p < 0,05) между мужчинами и женщинами в пределах одной группы крови 
и резус-фактора; # – достоверные различия (p < 0,05) в группах мужчин/женщин в пределах одной группы крови 
и разного резус-фактора.

Note. *, significant differences (p < 0.05) between men and women within the same blood group and Rh factor; #, significant 
differences (p < 0.05) in groups of men/women within the same blood group and different Rh factors.
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аналогичные значения в таковом, полученном от 
резус-положительных мужчин. Связь между при-
надлежностью доноров к той или иной группе 
крови и содержанием указанных хемокинов пока 
не ясна, тем более что в целом уровень цитокинов 
даже в физиологических условиях имеет высокую 
лабильность. Возможно, в дальнейшем глубокий 
биоинформатический анализ позволит вскрыть 
пока не очевидную коммуникацию между этими 
показателями. 

Заключение
Лизат тромбоцитов представляет собой доста-

точно сложную композицию ростовых факторов, 
цитокинов, хемокинов. Содержание отдельных 
компонентов в получаемом продукте различна и, 
по-видимому, зависит не только от пола и груп-

пы крови, но и от других, пока не установленных 
индивидуальных особенностей. Однозначно, при 
выборе ростовой добавки, в первую очередь, не-
обходимо ориентироваться на высокую концен-
трацию в ней ростовых факторов. Однако для 
отдельных культур клеток, таких как стромаль-
ные клетки или клетки происходящих из гемо-
поэтического ростка, присутствие хемокинов 
является необходимым условием для получения 
высококлеточных жизнеспособных культур. На 
наш взгляд, применение ростовых добавок, полу-
ченных из донорского материала, по сравнению с 
рекомбинантными факторами роста, более пред-
почтительно. Помимо ростовых факторов, они в 
большей степени соответствуют условиям in vivo, 
поскольку содержат весь спектр сбалансирован-
ных элементов, необходимых для роста клеток.
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ИММУННЫЙ СТАТУС И ЭКСПРЕССИЯ МОЛЕКУЛ 
HLA-E, HLA-G И HLA-DR НА КОНВЕНЦИОНАЛЬНЫХ 
Т-ЛИМФОЦИТАХ У ПАЦИЕНТОВ  
СО МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМОЙ ДО И ПОСЛЕ 
АУТОЛОГИЧНОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ СТВОЛОВЫХ 
КРОВЕТВОРНЫХ КЛЕТОК
Скачков И.П.1, 2, Актанова А.А.1, 2, Денисова В.В.2, Пашкина Е.А.1, 2

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Новосибирск, Россия 

Резюме. Множественная миелома (ММ) – это неизлечимое заболевание с частым рецидивиру-
ющим течением, одним из методов терапии которого является применение высокодозной химио-
терапии (ВХТ) с последующей аутологичной трансплантацией гемопоэтических стволовых клеток 
(ауто-ТГСК). Одним из препятствий для достижения длительной ремиссии является опухолевое 
микроокружение, иммуносупрессивные эффекты которого реализуются в том числе за счет неклас-
сических молекул HLA класса Ib  – HLA-E и HLA-G. Эти молекулы взаимодействуют с ингиби-
торными рецепторами (NKG2A/CD94 для HLA-E; ILT2, ILT4, KIR2DL4 для HLA-G) на поверх-
ности NK- и Т-лимфоцитов, блокируя их цитотоксическую активность и способствуя ускользанию 
опухоли от иммунного надзора. В отличие от них, классическая молекула HLA-DR играет проти-
воположную роль, усиливая противоопухолевый иммунитет через активацию CD4+Т-хелперов. 
В данной работе, при помощи метода проточной цитометрии, был проведен сравнительный анализ 
экспрессии молекул HLA-G/E/DR одновременно с исследованием основных популяций иммуно-
компетентных клеток (CD4+, CD8+, NK-, NKT-клетки, В-лимфоциты, моноциты), у 10 пациентов 
с ММ до и после ВХТ с ауто-ТГСК и у 8 здоровых доноров. Результаты показали, что после терапии 
у пациентов наблюдалось значительное снижение общего пула Т-лимфоцитов, включая субпопу-
ляции CD8+ и CD4+HLA-G+ (p < 0,05), что отражает кумулятивный иммуносупрессивный эффект 
режима кондиционирования на основе мелфалана. Уменьшение количества CD4+HLA-G+ клеток, 
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обладающих регуляторными свойствами и способных подавлять иммунный ответ, может свиде-
тельствовать о частичном разрушении опухолевой ниши. При этом парадоксальное увеличение 
доли CD8+Т-лимфоцитов на фоне общей лимфопении, вероятно, связано с клональной экспанси-
ей антиген-специфичных популяций с фенотипом «истощенных» T-клеток, что требует дальней-
шего изучения. Полученные результаты подчеркивают дуалистическую роль HLA-молекул в пато-
генезе ММ: HLA-E/G выступают ключевыми медиаторами иммуносупрессии, тогда как HLA-DR 
потенцирует противоопухолевый ответ. Обнаруженный дисбаланс открывает новые перспективы 
для дальнейшего изучения роли молекул HLA в рамках опухолевого процесса, что может быть ис-
пользовано для персонализированной терапии, включая таргетную блокаду рецепторов NKG2A/
LILRB1 или молекул HLA Ib и разработку прогностических моделей на основе комплексного ана-
лиза HLA-G/E/DR-экспрессии. 

Ключевые слова: множественная миелома, HLA-G, HLA-E, HLA-DR, высокодозная химиотерапия, аутологичная 
трансплантация гемопоэтических стволовых клеток, иммуносупрессия, проточная цитометрия

IMMUNE STATUS AND EXPRESSION OF HLA-E, HLA-G AND 
HLA-DR MOLECULES ON CONVENTIONAL T LYMPHOCYTES 
IN PATIENTS WITH MULTIPLE MYELOMA BEFORE AND 
AFTER AUTOLOGOUS HEMATOPOIETIC STEM CELL 
TRANSPLANTATION
Skachkov I.P.a, b, Aktanova A.A.a, b, Denisova V.V.b, Pashkina E.A.a, b

a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Multiple myeloma (MM) is an incurable disease with common recurrence after treatment, 
including high-dose chemotherapy (HDC) followed by autologous hematopoietic stem cell transplantation 
(auto-HSCT). Tumor microenvironment is a factor of achieving long-term remission. Its immunosuppressive 
effects are mediated due to non-classical HLA class Ib molecules, i.e., HLA-E and HLA-G. These molecules 
interact with inhibitory receptors (NKG2A/CD94 for HLA-E; ILT2, ILT4, KIR2DL4 for HLA-G) on the 
surface of NK and T lymphocytes, blocking their cytotoxic activity and facilitating tumor evasion from 
immune surveillance. In contrast, the classical HLA-DR molecule plays an opposite role, enhancing 
antitumor immunity through the activation of CD4+T helpers. In this study, a comparative analysis of HLA-
G/E/DR expression and counts of main immunocompetent cell populations (CD4+, CD8+, NK, NKT 
cells, B lymphocytes, monocytes) were performed by flow cytometry method in 10 patients with MM before 
and after HDC with auto-HSCT, and in 8 healthy volunteers. The results showed that, after therapy, the 
patients had a significant decrease of total CD3+T lymphocyte counts, including CD8+ and CD4+HLA-G+ 
subpopulations (p  <  0.05), thus reflecting a cumulative immunosuppressive effect of melphalan-based 
conditioning. A decreased number of CD4+HLA-G+ cells, which have regulatory properties and are capable 
of suppressing the immune response, may indicate partial destruction of the tumor niche. At the same time, 
a paradoxically increased proportion of CD8+T lymphocytes, along with general lymphopenia, may be 
associated with clonal expansion of antigen-specific populations with “exhausted” T cell phenotype which 
requires further study. The results obtained suggest a dualistic role of HLA molecules in pathogenesis of MM: 
HLA-E/G act as key mediators of immunosuppression, while HLA-DR potentiates antitumor response. The 
discovered imbalance opens up new prospects for further studies of a role of HLA molecules in the tumor 
process, which may be applied to personalized therapy, including targeted blockade of NKG2A/LILRB1 
receptors or HLA Ib molecules, and development of prognostic models based on a comprehensive analysis 
of HLA-G/E/DR expression.

Keywords: multiple myeloma, HLA-G, HLA-E, HLA-DR, high-dose chemotherapy, hematopoietic stem cell transplantation, 
autologous, immunosuppression, flow cytometry
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ИС и HLA-G/E/DR у пациентов с ММ
HLA-G/E/DR in multiple myeloma2025, Vol. 28, № 4

2025, Т. 28, № 4

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Правительства Новосибирской области (со-
глашение № МЛ-1 от 26 октября 2023 г.).

Введение
HLA-G и HLA-E относятся к семейству 

Ib класса HLA, которое в отличие от молекул 
HLA-IA (HLA-A, HLA-B и HLA-C) является не-
классическим и характеризуется ограниченным 
полиморфизмом и небольшим количеством ал-
лелей. Неклассические молекулы HLA-I играют 
роль в контроле над эффекторными цитотокси-
ческими клетками путем связи с ингибиторными 
рецепторами на их поверхности. Так, молекула 
HLA-G способна связываться с четырьмя ин-
гибиторными рецепторами, экспрессируемыми 
иммунными клетками: ILT2 на NK-клетках, Т- 
и В-лимфоцитах; ILT4 на миелоидных клетках; 
KIR2DL4 на NK-клетках и Т-лимфоцитах; и 
CD160 на NK-клетках и Т-лимфоцитах. В свою 
очередь, молекула HLA-E способна связываться 
с ингибиторным рецептором NKG2A/CD94, к 
которому имеет сродство в шесть раз выше, чем 
к активирующему рецептору NKG2C/CD94  [9], 
влияя тем самым на активность NK- и Т-клеток, 
экспрессирующих эти рецепторы. В физиоло-
гических условиях молекулы HLA-G и HLA-E 
играют критическую роль в иммунной толерант-
ности, опосредуя защиту полуаллогенного плода 
от материнских NK-клеток через взаимодей-
ствие с ингибиторными рецепторами (LILRB1, 
NKG2A/CD94). В трансплантологии мембра-
носвязанная форма HLA-G, взаимодействуя с 
рецептором KIR2DL4, индуцирует иммуносу-
прессивный фенотип дендритных клеток, сни-
жая риск отторжения аллотрансплантата  [10]. 
Однако при онкологических патологиях неклас-
сические молекулы HLA Ib становятся инстру-
ментом уклонения трансформированных клеток 
от иммунного надзора: их экспрессия блокирует 
распознавание и уничтожение злокачественных 
клеток, способствуя прогрессии заболевания. 
Особую клиническую значимость представля-
ет выявленный «HLA-G/E-ассоциированный 
фенотип» при раке молочной железы, характе-
ризующийся 3,5-кратным повышением риска 
прогрессии (HR = 3,52; 95% ДИ 2,17-5,71) и ре-
зистентностью к PD-1-таргетной терапии, де-
монстрируя наихудший клинический исход  [6]. 
Еще одним опухолевым заболеванием, в пато-
генезе которого играют роль нарушения иммун-
ного баланса, связанные с экспрессией молекул 
HLA-G и HLA-E, является множественная ми-
елома (ММ), которая характеризуется бескон-
трольной пролиферацией в костном мозге кло-
на предшественников В-лимфоцитов, которые 
сохраняют способность к дифференцировке до 

плазматических клеток и в большинстве случаев 
продуцируют патологический моноклональный 
иммуноглобулин или его фрагменты. Заболева-
емость ММ насчитывает до 10-15% среди опухо-
лей системы крови. Современные терапевтиче-
ские подходы, включая применение ингибиторов 
протеасом (бортезомиб, карфилзомиб) и имму-
номодулирующих препаратов (леналидомид, по-
малидомид), а также проведение высокодозной 
химиотерапии (ВХТ) с последующей трансплан-
тацией аутологичных гемопоэтических стволо-
вых клеток (ауто-ТГСК), позволили увеличить 
медиану общей выживаемости пациентов с ММ 
до 5-10 лет. Однако, несмотря на достижение ре-
миссии у большинства пациентов, прогрессиро-
вание заболевания остается неизбежным. ВХТ с 
последующей ауто-ТГСК остается ключевым те-
рапевтическим подходом для пациентов с ММ, 
обеспечивая циторедукцию опухолевой массы 
за счет деплеции злокачественного клона, а так-
же вызывая «иммунологическую перезагрузку» 
(immune reset) через индуцированную лимфопе-
нию, которая создает условия для перифериче-
ской экспансии зрелых лимфоцитов [1]. Однако 
эффективность иммунологической перезагруз-
ки при ауто-ТГСК может варьировать в зависи-
мости от молекулярно-генетического профи-
ля заболевания, особенно при наличии таких 
прогностически значимых аббераций, как транс-
локация t(4;14), ассоциированная с гиперэк-
спрессией гена MMSET (WHSC1) и FGFR3 [5], 
что усиливает пролиферацию и выживаемость 
опухолевых клонов, а также коррелирует с повы-
шенной экспрессией молекулы HLA-E [13], что 
приводит к дисрегуляции взаимодействий между 
неопластическими плазматическими клетками 
и элементами костномозговой ниши, что спо-
собствует формированию иммуносупрессивно-
го микроокружения  [11]. В этом процессе клю-
чевую роль играют молекулы HLA-E и HLA-G, 
которые поддерживают гипоксическое состоя-
ние через подавление VEGF-опосредованного 
ангиогенеза, создают порочный круг опухолевой 
персистенции за счет HIF-1α-зависимой регуля-
ции своей экспрессии [7] и обеспечивают селек-
тивное преимущество злокачественных клонов 
через ингибирование цитотоксических NK-
клеток, индукцию Treg-лимфоцитов путем тро-
гоцитоза HLA-G с поверхности плазматических 
клеток, блокаду антиген-презентирующей функ-
ции [3]. В то время как неклассические молекулы 
HLA-G и HLA-E играют ключевую роль в имму-
носупрессии через ингибирование врожденного 
иммунитета, классическая молекула HLA- DR 
(HLA   класса  II) выполняет принципиально 
иную функцию в патогенезе ММ. В отличие 
от иммуносупрессивных эффектов HLA-G/E, 
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снижение экспрессии HLA-DR на антиген-пре-
зентирующих клетках приводит к нарушению 
презентации опухолевых антигенов, дефици-
ту активации CD4+Т-хелперов, формированию 
иммунологически «холодного» микроокруже-
ния [2], когда увеличение экспрессии, наоборот, 
ассоциируется с усилением противоопухолевого 
иммунного ответа. Так, у пациентов с плоско-
клеточным раком гортани высокая экспрессия 
HLA-DR на опухолевых клетках коррелировала 
со снижением частоты рецидивов и улучшени-
ем общей выживаемости, при этом микроокру-
жение таких опухолей характеризовалось зна-
чительной инфильтрацией Т-лимфоцитов  [8]. 
Несмотря на ключевую роль HLA-молекул в 
иммунном ответе при ММ, до настоящего вре-
мени отсутствовали комплексные исследования, 
оценивающие координированную экспрессию 
иммуносупрессивных (HLA-E, HLA-G) и им-
мунорегуляторных (HLA-DR) молекул на им-
мунокомпетентных клетках. Настоящая работа 
впервые предоставляет системный анализ этой 
триады HLA-маркеров, что в дальнейшем позво-
лит раскрыть их взаимосвязь уклонения опухоли 
от иммунного надзора и клиническими исхода-
ми. Цель настоящей работы  – определение из-
менений в соотношении субпопуляций лимфо-
цитов, в том числе экспрессирующих HLA-E, 
HLA-G и HLA-DR, а также основных популяций 
иммунокомпетентных клеток у пациентов с ММ 
после проведения высокодозной химиотерапии 
и аутологичной трансплантации гемопоэтиче-
ских стволовых клеток.

Материалы и методы
В исследовании приняли участие пациенты 

с ММ (n  =  10; средний возраст 62,2±2,7 года), 
которым в период с сентября 2024 г. по январь 
2025 г. на базе ФГБНУ «Научно-исследователь-
ский институт фундаментальной и клиниче-
ской иммунологии» были выполнены ВХТ и 
ауто-ТГСК. Критерии включения лиц в иссле-
дование: пациенты мужского и женского пола с 
диагнозом «ММ» в возрасте от 18 до 65 лет, за-
болевание, которых соответствовало II или III 
клинической стадии по системе Durie–Salmon, 
а также наличие полной или очень хорошей ча-
стичной ремиссии на момент включения в ис-
следование. Контрольную группу составили 
условно здоровые доноры (n  =  8; средний воз-
раст 44,6±4,7 года) после подписания добро-
вольного информирования согласия. Критерии 
включения участников в контрольную группу: 
здоровые доноры мужского и женского пола в 
возрасте от 18 до 65 лет, не имеющие в анамне-
зе аутоиммунных заболеваний, онкологических 

патологий, а также хронических или рециди-
вирующих вирусных инфекций. Мобилизацию 
гемопоэтических стволовых клеток (ГСК) у па-
циентов проводили с использованием цикло-
фосфамида (2-4 г/ м2) с последующей инфузи-
ей гранулоцитарного колониестимулирующего 
фактора (5  мкг/ кг/ день) в течение 4-5  дней до 
достижения концентрации CD34+CD45+ клеток 
в периферической крови (ПК) не менее 104/ мл. 
Режим кондиционирования включал введение 
мелфалана в дозе 140-200  мг/м2, адаптирован-
ной с учетом сопутствующих заболеваний. После 
ауто-ТГСК все пациенты получали поддержива-
ющую терапию бортезомибом или леналидоми-
дом. Забор образцов крови осуществляли после 
подписания информированного согласия. Оцен-
ку субпопуляций Т-лимфоцитов, экспрессиру-
ющих HLA-E, HLA-G и HLA-DR, а также NK-, 
NKT-клеток, В-лимфоцитов и моноцитов про-
водили в образцах периферической крови паци-
ентов в два этапа: до начала кондиционирования 
(в среднем за 7 дней до ауто-ТГСК) и после про-
цедуры в день выхода из лейкопении (лейкоциты 
> 1 × 109/л, в среднем на 14-й день). Относитель-
ное содержание клеточных популяций (CD4+,  
CD4+HLA-E+, CD4+HLA-G+, CD4+HLA- DR+, CD8+,  
CD8+HLA-E+, CD8+HLA-G+, CD8+HLA- DR+, 
В-клетки, NK/ NKT-клетки, моноциты) ана-
лизировали методом проточной цитометрии с 
использованием панели моноклональных анти-
тел: анти-CD19 (APC), анти-CD4 (APC/ Cy7), 
анти-CD45 (PE/Cy7), анти-CD14 (PerCP), 
анти-CD3 (FITC) + анти-CD16/56 (PE), анти-
CD8a (PE/ Cy7), анти-HLA-G (PE), анти-
HLA-E (PerCP/Cy5,5), анти-HLA-DR (APC) 
(BioLegend, США). Клетки инкубировали с 
антителами в темноте при комнатной темпера-
туре в течение 20 минут, после чего промывали 
фосфатно-солевым буфером (PBS) с добавле-
нием 0,5% фетальной бычьей сыворотки (FCS, 
Hyclone, США). Данные регистрировали на 
проточном цитофлуориметре LongCyte™ (мо-
дель C3140, Challenbio, Китай) с последующим 
анализом в программе ModelFlower. Статисти-
ческую обработку выполняли в GraphPad Prism 
10.4.1 (США) с применением критериев Манна–
Уитни и Уилкоксона. Результаты представлены 
в виде медианы с интерквартильным размахом 
(25-75-й процентили). Уровень статистической 
значимости установлен при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Наши данные демонстрируют снижение пула 

Т-лимфоцитов, включая CD8+ и CD4+HLA-G+ 
субпопуляции (рис. 1А-В), у пациентов с ММ 
после ауто-ТГСК, что отражает кумулятивный 
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Рисунок 1. Относительное количество CD3+Т-лимфоцитов (А), CD8+Т-лимфоцитов (Б), CD4+HLA-G+Т-лимфоцитов 
(В) за 7 дней до аутологичной трансплантации гемопоэтических стволовых клеток (ауто-ТГСК) и на 14-й день после 
ауто-ТГСК
Примечание. Критерий Уилкоксона, данные представлены в виде медианы с интерквартильным размахом – Me (Q0,25-Q0,75). * – 
статистически значимые различия (p < 0,05).
Figure 1. Relative number of CD3+T lymphocytes (A), CD8+T lymphocytes (B), CD4+HLA-G+T lymphocytes (C) 7 days before 
autologous hematopoietic stem cell transplantation (auto-HSCT) and on day 14 after auto-HSCT
Note. Wilcoxon test, data are presented as median with interquartile range – Me (Q0.25-Q0.75). *, statistically significant differences (p < 0.05).
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иммуносупрессивный эффект высокодозной хи
миотерапии и кондиционирования мелфала-
ном. Особый интерес представляет деплеция 
CD4+HLA-G+ клеток (рис. 1В), которые форми-
руют толерантную нишу для опухоли, являясь 
регуляторными клетка и в норме экспрессируя 
LILRB1/2 и TGF-β [14]. 

Снижение их числа может отражать не толь-
ко эффект терапии, но и свидетельствовать о на-
рушении механизмов HLA-G-опосредованного 
подавления противоопухолевого иммунно-
го ответа  [4]. Увеличение доли NK-клеток при 
одновременном снижении NKT-популяции 
(рис.  2А,  Б) свидетельствует о переключении им-
мунного ответа на врожденные механизмы ци-
тотоксичности, характерные для фенотипа «им-
мунного истощения» при ММ. 

При этом парадоксальное увеличение CD8+Т-
клеток (рис.  3А), несмотря на общую лимфопе-
нию, может отражать клональную экспансию 
антиген-специфичных популяций с фенотипом 
exhausted T cells, что требует дальнейшего под-
тверждения. Примечательно, что полученные 
нами данные о преобладании CD8+Т-лимфоцитов 
у пациентов с ММ (рис.  3А) согласуются с совре-
менной концепцией хронической антиген-инду-
цированной Т-клеточной дисфункции [15]. 
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Рисунок 2. Относительное количество NK-клеток (А) и 
NKT-клеток (Б) у пациентов с множественной миеломой 
за 7 дней до ауто-ТГСК в сравнении с условно 
здоровыми донорами
Примечание. Критерий Манна–Уитни, данные представлены 
в виде Me (Q0,25-Q0,75), где П – пациенты, Д – доноры. * – 
статистически значимые различия (p < 0,05).
Figure 2. Relative number of NK cells (A) and NKT cells (B) 
in patients with multiple myeloma 7 days before auto-HSCT 
compared to conditionally healthy donors
Note. Mann–Whitney test, data are presented as Me (Q0.25-Q0.75), 
where P – patients, D – donors. *, statistically significant differences 
(p < 0.05).
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Заключение
Дисрегуляция иммунного микроокружения 

при ММ обусловлена динамическим взаимодей-
ствием между опухолевыми клетками и компо-
нентами иммунной системы, где молекулы HLA 
класса Ib (HLA-E, HLA-G) и класса II (HLA-DR) 
выступают ключевыми иммунорегуляторными 
элементами. Их дуалистическая роль – подавле-
ние эффекторных функций NK-клеток и цито-
токсических Т-лимфоцитов с одной стороны, и 
потенцирование антиген-презентирующей спо-
собности дендритных клеток  – с другой, под-
черкивает сложность иммунного ответа при ММ. 
Детальная характеристика паттернов экспрессии 
этих молекул на различных субпопуляциях им-
мунокомпетентных клеток не только в перифе-
рической крови, но и в костномозговой нише мо-
жет раскрыть новые аспекты иммуносупрессии и 
резистентности к терапии. Интеграция данных 
мультипараметрического проточного цитоме-
трического анализа и транскриптомного анализа 
позволит не только идентифицировать прогно-
стические биомаркеры, но и разработать пер-
сонализированные стратегии, направленные на 
восстановление иммунного надзора  – включая, 
например, блокаду иммунных чекпоинтов и тар-
гетное редактирование HLA-сигнальных путей.

Рисунок 3. Относительное количество CD8+T-
лимфоцитов (А) и В-лимфоцитов (Б) у пациентов 
с множественной миеломой за 7 дней до ауто-ТГСК 
в сравнении с условно здоровыми донорами
Примечание. Критерий Манна–Уитни, данные представлены 
в виде Me (Q0,25-Q0,75), где П – пациенты, Д – доноры. p = 0,08 – 
критерий значимости на уровне тенденции.
Figure 3. Relative number of CD8+T lymphocytes (A) and 
B lymphocytes (B) in patients with multiple myeloma 7 days 
before auto-HSCT in comparison with conditionally healthy 
donors
Note. Mann–Whitney test, data are presented as Me (Q0.25-Q0.75), where 
P – patients, D – donors. p = 0.08, significance criterion at the trend level.

А (А) Б (B)

15

10

5

0

40

30

20

10

0
П
Р

П
Р

Д
D

Д
D

p = 0,08p = 0,08

Ко
ли

че
ст

во
 кл

ет
ок

, %
Am

ou
nt 

of 
ce

lls
, %

Ко
ли

че
ст

во
 кл

ет
ок

, %
Am

ou
nt 

of 
ce

lls
, %

T-лимфоциты СD8+

T lymphocytes СD8+
B-лимфоциты
B lymphocytes

Список литературы / References
1.	 Баторов Е.В., Сергеевичева В.В., Аристова Т.А., Сизикова С.А., Ушакова Г.Ю., Гилевич А.В., Ше-

вела Е.Я., Останин А.А., Черных Е.Р. Экспрессия ингибиторных сигнальных молекул PD-1 И TIM-3 
Т-лимфоцитами в раннем посттрансплантационном периоде у больных множественной миеломой // Ге-
матология и трансфузиология, 2021. Т. 66, № 4. С. 499-511.  [Batorov E.V., Sergeevicheva V.V., Aristova T.A., 
Sizikova S.A., Ushakova G.Y., Gilevich A.V., Shevela E.A., Ostanin A.A., Chernykh E.R. Expression of PD-1 and 
TIM-3 inhibitory checkpoint molecules by T lymphocytes in early post-transplant period in multiple myeloma 
patients. Gematologiya i transfuziologiya  =  Russian Journal of Hematology and Transfusiology, 2021, Vol. 66, no. 4, 
pp. 499-511. (In Russ.)]

2.	 Accolla R.S., Ramia E., Tedeschi A., Forlani G. CIITA-driven MHC class II expressing tumor cells as antigen 
presenting cell performers: toward the construction of an optimal anti-tumor vaccine. Front. Immunol., 2019, 
Vol. 10, 1806. doi: 10.3389/fimmu.2019.01806.

3.	 Brown R., Kabani K., Favaloro J., Yang S., Ho P.J., Gibson J., Fromm P., Suen H., Woodland N., Nassif N., 
Hart D., Joshua D. CD86+ or HLA-G+ can be transferred via trogocytosis from myeloma cells to T cells and are 
associated with poor prognosis. Blood, 2012, Vol. 120, no. 10, pp. 2055-2063. 

4.	 Brown Ross D., Kabani K., Yang S., Aklilu E., Joy P., Gibson J., Joshua D.E. HLA-G and CD86 Expression on 
malignant plasma cells convey a poor prognosis and immunoregulate T cells in patients with myeloma. Blood, 2010, 
Vol. 116, no. 21, 983. doi: 10.1182/blood.V116.21.983.983.

5.	 Cardona-Benavides I.J., de Ramón C., Gutiérrez N.C. Genetic abnormalities in multiple myeloma: 
prognostic and therapeutic implications. Cells. 2021, Vol. 10, no. 2, 336. doi: 10.3390/cells10020336.

Также у пациентов наблюдается низкое коли-
чество В-лимфоцитов на уровне тенденции по 
сравнению с группой доноров (рис. 3Б).



945

ИС и HLA-G/E/DR у пациентов с ММ
HLA-G/E/DR in multiple myeloma2025, Vol. 28, № 4

2025, Т. 28, № 4

6.	 de Kruijf E.M., Sajet A., van Nes J.G., Natanov R., Putter H., Smit V.T., Liefers G.J., van den Elsen P.J., van de 
Velde C.J., Kuppen P.J. HLA-E and HLA-G expression in classical HLA class I-negative tumors is of prognostic value 
for clinical outcome of early breast cancer patients. J. Immunol., 2010, Vol. 185, no. 12, pp. 7452-7459. 

7.	 Garziera M., Scarabel L., Toffoli G. Hypoxic modulation of HLA-G expression through the metabolic sensor 
HIF-1 in human cancer cells. J. Immunol. Res., 2017, Vol. 2017, 4587520. doi: 10.1155/2017/4587520.

8.	 Heng Y., Zhu X., Wu Q., Lin H., Ding X., Tao L., Lu L. High expression of tumor HLA-DR predicts better 
prognosis and response to anti-PD-1 therapy in laryngeal squamous cell carcinoma. Transl. Oncol., 2023, Vol. 33, 
101678. doi: 10.1016/j.tranon.2023.101678. 

9.	 Kaiser B.K., Pizarro J.C., Kerns J., Strong R.K. Structural basis for NKG2A/CD94 recognition of HLA-E. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2008, Vol. 105, no. 18, pp. 6696-6701. 

10.	 Le Maoult J., Rouas-Freiss N., Le Discorde M., Moreau P., Carosella E.D. HLA-G in organ transplantation. 
Pathol. Biol. (Paris), 2004, Vol. 52, no. 2, pp. 97-103. (In French)

11.	 Lv J., Sun H., Gong L., Wei X., He Y., Yu Z., Liu L., Yi S., Sui W., Xu Y., Deng S., An G., Yao Z., Qiu L., 
Hao M. Aberrant metabolic processes promote the immunosuppressive microenvironment in multiple myeloma. 
Front. Immunol., 2022, Vol. 13, 1077768. doi: 10.3389/fimmu.2022.1077768.

12.	 Mendonça de Pontes R., Flores-Montero J., Sanoja-Flores L., Puig N., Pessoa de Magalhães R.J., Corral-
Mateos A., Salgado A.B., García-Sánchez O., Pérez-Morán J., Mateos M.V., Burgos L., Paiva B., Te Marvelde J., 
van der Velden V.H.J, Aguilar C., Bárez A., García-Mateo A., Labrador J., Leoz P., Aguilera-Sanz C., Durie B., van 
Dongen J.J.M., Maiolino A., Sobral da Costa E., Orfao A. B-cell regeneration profile and minimal residual disease 
status in bone marrow of treated multiple myeloma patients. Cancers, 2021, Vol. 13, no. 7, 1704. doi: 10.3390/
cancers13071704.

13.	 Ozga M., Zhao Q., Huric L., Miller C., Rosko A., Khan A., Umyarova E., Benson D., Cottini F. Concomitant 
1q+ and t(4;14) influences disease characteristics, immune system, and prognosis in double-hit multiple myeloma. 
Blood Cancer J., 2023, Vol. 13, no. 1, 167. doi: 10.1038/s41408-023-00943-2.

14.	 Pankratz S., Bittner S., Herrmann A.M., Schuhmann M.K., Ruck T., Meuth S.G., Wiendl H. Human CD4+ 
HLA-G+ regulatory T cells are potent suppressors of graft-versus-host disease in vivo. FASEB J., 2014, Vol. 28, no. 8, 
pp. 435-445. 

15.	 Żyłka K., Kubicki T., Gil L., Dytfeld D. T-cell exhaustion in multiple myeloma. Expert Rev. Hematol., 2024, 
Vol, 17, no. 7, pp. 295-312.

Авторы:

Скачков И.П. – студент ФГБОУ ВО «Новосибирский 
государственный медицинский университет» 
Министерства здравоохранения РФ; лаборант-
исследователь лаборатории регуляции иммунного 
ответа ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Актанова А.А. – младший научный сотрудник 
лаборатории клинической иммунопатологии ФГБНУ 
«Научно-исследовательский институт фундаментальной 
и клинической иммунологии»; ассистент кафедры 
клинической иммунологии лечебного факультета 
ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный 
медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Новосибирск, Россия 

Authors:

Skachkov I.P., Student, Novosibirsk State Medical University; 
Junior Researcher, Laboratory of Regulation of the Immune 
Response, Research Institute of Fundamental and Clinical 
Immunology, Research Institute of Fundamental and Clinical 
Immunology, Novosibirsk, Russian Federation 
 

Aktanova A.A., Junior Researcher, Laboratory of Clinical 
Immunopathology, Research Institute of Fundamental and 
Clinical Immunology; Assistant Professor, Department 
of Immunology, Faculty of Medicine, Novosibirsk State 
Medical University, Novosibirsk, Russian Federation



946

Skachkov I.P. et al.
Скачков И.П. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

Денисова В.В. – к.м.н., врач-гематолог, заведующая 
отделением гематологии с блоком трансплантологии 
костного мозга Клиники иммунопатологии ФГБОУ ВО 
«Новосибирский государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Новосибирск, Россия

Пашкина Е.А. – к.б.н., старший научный сотрудник, 
заведующая лабораторией регуляции иммуного ответа 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
фундаментальной и клинической иммунологии»; 
доцент ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный 
медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Новосибирск, Россия

Denisova V.V., PhD (Medicine), Head, Hematology 
Department with the Bone Marrow Transplantation, Clinic 
of Immunopathology, Research Institute of Fundamental and 
Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation 
 

Pashkina E.A., PhD (Biology), Senior Researcher, Head, 
Laboratory of Immune Response Regulation, Research 
Institute of Fundamental and Clinical Immunology; Associate 
Professor, Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, 
Russian Federation

Поступила 30.04.2025
Отправлена на доработку 06.05.2025
Принята к печати 22.06.2025

Received 30.04.2025
Revision received 06.05.2025
Accepted 22.06.2025



947

Российский
иммунологический журнал 

2025, Т. 28, № 4, стр. 947-952

Russian Journal of Immunology /
Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal

2025, Vol. 28, № 4, pp. 947-952

1 page

Адрес для переписки:

Филиппова Юлия Юрьевна
ФГБОУ ВО «Челябинский государственный  
университет»
454001, Россия, г. Челябинск,  
ул. Братьев Кашириных, 129.
Тел.: 8 (912) 404-52-72.
E-mail: julse@rambler.ru

Address for correspondence:

Yuliya Yu. Filippova
Chelyabinsk State University
129 Bratiev Kashirinykh St
Chelyabinsk
454001 Russian Federation
Phone: +7 (912) 404-52-72.
E-mail: julse@rambler.ru

Образец цитирования: 

Ю.Ю. Филиппова, К.А. Русакова, А.Л. Бурмистрова 
«Методологические аспекты получения микроглия-
подобных клеток из моноцитов периферической крови 
у детей с аутизмом» // Российский иммунологический 
журнал, 2025. Т. 28, № 4. С. 947-952.  
doi: 10.46235/1028-7221-17257-MAO

© Филиппова Ю.Ю. и соавт., 2025 
Эта статья распространяется по лицензии 
Creative Commons Attribution 4.0

For citation: 

Yu.Yu. Filippova, K.A. Rusakova, A.L. Burmistrova 
“Methodological aspects of ex vivo-generated monocyte-
derived microglia-like cells in children with autism”, Russian 
Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy 
Zhurnal, 2025, Vol. 28, no. 4, pp. 947-952.  
doi: 10.46235/1028-7221-17257-MAO

© Filippova Yu.Yu. et al., 2025 
The article can be used under the Creative 
Commons Attribution 4.0 License

DOI: 10.46235/1028-7221-17257-MAO

МЕТОДОЛОГИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ПОЛУЧЕНИЯ 
МИКРОГЛИЯ-ПОДОБНЫХ КЛЕТОК ИЗ МОНОЦИТОВ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У ДЕТЕЙ С АУТИЗМОМ 
Филиппова Ю.Ю., Русакова К.А., Бурмистрова А.Л.
ФГБОУ ВО «Челябинский государственный университет», г. Челябинск, Россия

Резюме. Нарушения в согласованной работе нервной и иммунной систем в настоящее время при-
знаются основными факторами инициации и прогрессии расстройств аутистического спектра (РАС). 
Ключевыми игроками в формировании нейровоспаления и нарушении синаптической пластичности 
выступают резидентные иммунные клетки мозга – микроглия. Исследования нейробиологических и 
нейроиммунологических механизмов, лежащих в основе РАС, ограничены отсутствием соответству-
ющих экспериментальных моделей. В настоящее время одной из наиболее релевантных моделей для 
изучения функций микроглии человека и поиска персонифицированных терапевтических подходов 
к лечению нейропсихических заболеваний могут стать микроглия-подобные клетки, полученные из 
моноцитов периферической крови (MDMi). Цель работы – оптимизация протокола получения ми-
кроглия-подобных клеток из моноцитов периферической крови детей с аутизмом в количестве, до-
статочном для проведения функциональных тестов. Объектами исследования были мононуклеарные 
клетки периферической крови, полученные от 18 детей (12 мальчиков и 6 девочек; в возрасте 6-12 лет, 
средний возраст – 8,2 года) с диагнозом «ранний детский аутизм». Мононуклеары выделяли из пери-
ферической крови с помощью градиента плотности «Фиколл». Методом пластинчатой адгезии при 
24-часовом культивировании из мононуклеаров получали фракцию моноцитов. Моноциты культи-
вировали 10 или 14 суток в бессывороточной среде RPMI-1640 c добавлением антибиотиков и разных 
коктейлей цитокинов для их дальнейшей дифференцировки в MDMi. Количество жизнеспособных 
клеток оценивали с помощью суправитального красителя DAPI, а их фенотип определяли по нали-
чию специфических маркеров микроглии – P2RY12 и TMEM119, методом проточной цитометрии. 
Для статистических расчетов использовали программное обеспечение PAST v. 4.03. В результате ра-
боты нами показано, что для индукции микроглия-подобных клеток из моноцитов периферической 
крови детей с аутизмом необходимо 10-дневное культивирование не менее 3 × 105 клеток/в лунке, в 
среде RPMI-1640 со стабильным глутамином, антибиотиками и коктейлем из трех цитокинов: GM-
CSF (10 нг/мл), IL-34 (100 нг/мл), IL-3 (10 нг/мл). Такие параметры культивирования позволяют по-
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лучить около 6 × 104 клеток, не менее 90% из которых экспрессируют на своей поверхности маркер 
микроглии – P2RY12+ и могут быть использованы в качестве модели для изучения механизмов пато-
генеза аутизма, а также поиска персонифицированных подходов к его лечению.

Ключевые слова: микроглия-подобные клетки, модели in vitro, IL-3, расстройства аутистического спектра, дети, 
проточная цитометрия

METHODOLOGICAL ASPECTS OF EX VIVO-GENERATED 
MONOCYTE-DERIVED MICROGLIA-LIKE CELLS IN CHILDREN 
WITH AUTISM
Filippova Yu.Yu., Rusakova K.A., Burmistrova A.L.
Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Current research findings suggest that dysregulation between the nervous and immune systems 
is a primary factor contributing to both initiation and progression of autism spectrum disorders (ASD). 
Microglia consists of resident brain immune cells playing a pivotal role in neuroinflammation and synaptic 
plasticity impairment. However, understanding these mechanisms has been limited by the lack of relevant 
experimental models. One promising approach involves microglia-like cells derived from peripheral blood 
monocytes (MDMi), which can serve as an effective model for studying human microglial function and 
developing personalized therapeutic strategies for neuropsychiatric diseases. The aim of our study was 
to optimize a protocol for generating sufficient quantities of microglia-like cells from peripheral blood 
monocytes of children with autism suitable for functional testing. Peripheral blood samples were collected 
from 18 children diagnosed with autism (mean age: 8.2 years; range: 6-12 years; 12 boys, 6 girls). Mononuclear 
cells were isolated using Ficoll density gradient centrifugation. After a 24-hour incubation period, adherent 
fractions enriched in monocytes were obtained via plate adherence. The monocytes were then cultured for 
either 10 or 14 days in serum-free RPMI-1640 medium supplemented with antibiotics and various cytokine 
cocktails to induce differentiation into MDMi. Viability was assessed using supravital staining with DAPI, 
while phenotyping was performed by flow cytometry targeting specific microglial markers such as P2RY12 and 
TMEM119. Statistical analyses were performed using PAST software version 4.03. Our findings demonstrate 
that successful induction of microglia-like cells requires, at least, a ten-day culture period with > 3 × 105 cells 
per well in RPMI-1640 medium containing stable glutamine, antibiotics, and a cocktail of three cytokines: 
GM-CSF, 10 ng/mL; IL-34, 100 ng/mL; IL-3, 10 ng/mL. Under these conditions, approximately 6 × 104 
viable cells are generated, with over 90% expressing the microglial marker P2RY12. This cell population 
provides a valuable tool for studying ASD pathogenesis and identifying personalized treatment approaches.

Keywords: microglia-like cells, in vitro models, IL-3, autism spectrum disorders, children, flow cytometry

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда в рамках 
проекта № 24-25-20072.

Введение
Нарушения в работе нервной и иммунной 

систем и их двунаправленных взаимодействий в 
настоящее время признаются основными фак-
торами инициации и прогрессии расстройств 

аутистического спектра (РАС) [1]. Показано, что 
резидентные иммунные клетки мозга  – микро-
глия, выступают ключевыми игроками в фор-
мировании нейровоспаления и нарушении си-
наптической пластичности, наблюдаемыми в 
центральной нервной системе лиц с РАС  [1]. 
Исследования нейробиологических и нейроим-
мунологических механизмов, лежащих в основе 
РАС, ограничены отсутствием соответствующих 
экспериментальных моделей  [4]. В настоящее 
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время одной из наиболее релевантных моделей 
для изучения функций микроглии человека и 
поиска персонифицированных терапевтических 
подходов к лечению нейропсихических заболева-
ний могут стать микроглия-подобные клетки, по-
лученные из моноцитов периферической крови 
(monocyte-derived microglia-like cells, MDMi) [8]. 
В последние десять лет разработаны подробные 
и надежные протоколы получения MDMi  [5, 
6, 7], которые тем не менее не имеют общепри-
знанной стандартизации [8] и могут быть трудны 
в реализации при некоторых патологических со-
стояниях. Так, у детей с РАС венопункция обыч-
но затруднена из-за повышенной тревожности, 
страха и/или поведенческих особенностей  [2], 
что не позволяет произвести забор большого объ-
ема крови и получить достаточное количество 
MDMi. Кроме того, для моноцитов детей с РАС 
характерны динамические изменения функцио-
нальной активности, что может оказывать вли-
яние на их способность к дифференцировке в 
MDMi в условиях in vitro.

Цель работы – оптимизация протокола полу-
чения микроглия-подобных клеток из моноци-
тов периферической крови детей с аутизмом, в 
количестве, достаточном для проведения функ-
циональных тестов.

Материалы и методы
Микроглия-подобные клетки (MDMi) полу-

чали из моноцитов периферической крови со-
гласно протоколу H. Quek и соавт.  [7] с некото-
рыми модификациями. 

Кровь из вены была собрана натощак в утрен-
ние часы у 18 детей с диагнозом по МКБ-10: 
F84.0 «Ранний детский аутизм» (12 мальчиков и 
6 девочек; в возрасте 6-12 лет, средний возраст – 
8,2 года). Всеми родителями или официальными 
представителями детей было подписано инфор-
мированное согласие на участие в программе. 
В  рамках обследования детям с аутизмом был 
проведен подсчет показателей лейкоцитарной 
формулы крови.

Мононуклеарные клетки периферической 
крови (МПК) были выделены центрифугиро-
ванием (1,5 тыс. об/мин, 40 мин) на градиенте 
плотности «Фиколл» (1,077 г/см3, ООО «Био-
лоТ», Россия). Полученную фракцию МПК раз-
водили в среде RPMI-1640 со стабильным глута-
мином (ООО «БиолоТ», Россия) с добавлением 
пенициллина-стрептомицина (100 ЕД/мл и 100 
мкг/мл соответственно; ООО «БиолоТ», Россия) 
и 10% фетальной бычьей сыворотки (Biowest, 

Франция), до концентрации 1  ×  106  – 2  ×  106 
клеток/мл; высевали в 6-луночные планшеты с 
адгезивной поверхностью (Jet Biofil, Китай) и 
культивировали 24 часа при 37  °C, 5% CO2 для 
получения моноцитов.

После 24-часовой инкубации не адгезиро-
ванные клетки удаляли, адгезированные клетки, 
соответствующие моноцитам, открепляли от по-
верхности лунок с помощью раствора Трипсин-
Версена (ООО «БиолоТ», Россия). Количество 
моноцитов и их жизнеспособность определя-
ли методом проточной цитометрии с помощью 
меченых флуорохромами антител  – anti CD14-
PerCP/Cyanine5.5 и суправитального красителя 
DAPI (Elabscience, Китай). 

Для получения MDMi моноциты в концентра-
циях от 1 × 105 до 6 × 105 клеток/мл высевали в лун-
ки 6-луночного планшета и культивировали в те-
чение 10 или 14 дней при 37 °C, 5% CO2 со сменой 
среды 1 раз в 2-3 дня. Для дифференцировки МПК 
в MDMi к среде RPMI-1640 со стабильным глута-
мином (ООО «БиолоТ», Россия) добавляли рас-
твор пенициллина-стрептомицина (100 ЕД/мл и 
100 мкг/мл соответственно; ООО «БиолоТ», Рос-
сия) и коктейль цитокинов (все  – производства 
Cloud-Clone Corp., Китай) в следующих комбина-
циях: 1) GM- CSF (10 нг/мл) и IL-34 (100 нг/ мл);  
2) GM-CSF (10  нг/мл), IL-34 (100  нг/ мл) и 
TGF-β (10  нг/ мл); 3)   GM-CSF (10  нг/ мл),  
IL- 34 (100 нг/ мл) и IL-3 (10 нг/мл); 4) GM-CSF 
(10 нг/ мл), IL-34 (100 нг/ мл), TGF-β (10 нг/мл) и 
IL-3 (10 нг/ мл).

После 10 или 14 дней культивирования MDMi 
открепляли от поверхности лунок с помощью рас-
твора Трипсин-Версена (ООО «БиолоТ», Россия). 
Для определения количества жизнеспособных 
клеток и фенотипа MDMi, клетки инкубировали 
с суправитальным красителем DAPI (Elabscience, 
Китай) и антителами, мечеными флуорохро-
мами: anti P2RY12-PE (BioLegend, США) и anti 
TMEM119-Alexa Fluor 647 (BioLegend, США), 
согласно инструкциям производителей. 

Исследования по иммунофенотипированию 
моноцитов периферической крови и MDMi вы-
полнено на проточном цитометре Longсyte C3111 
(Challenbio, Китай) в ЦКП «Клеточные и моле-
кулярные технологии в радиобиологии» ФГБУН 
«Уральский научно-практический центр радиа-
ционной медицины Федерального медико-био-
логического агентства» (г. Челябинск).

На этапе статистической обработки принад-
лежность выборки нормальной генеральной со-
вокупности проверяли с помощью критерия 
Шапиро–Уилка. Данные имели нормальное рас-
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пределение и были представлены в виде средних 
значений и 95% доверительного интервала (ДИ). 
Оценку значимости различий между группами 
проводили методом однофакторного дисперси-
онного анализа с апостериорными попарными 
сравнениями по Тьюки. Для расчетов использо-
вали программное обеспечение PAST v. 4.03.

Результаты и обсуждение
В нашем исследовании, для получения MDMi, 

у детей с аутизмом в возрасте от 6 до 12 лет было 
собрано от 3 до 7 мл венозной крови в пробирки с 
К3ЭДТА. Медианные значения всех показателей 
лейкоцитарной формулы крови в группе обсле-
дованных нами детей с аутизмом находились в 
пределах возрастной нормы. У трех детей (16,7%) 
относительное количество целевой популяции 
клеток  – моноцитов, выходило за верхние гра-
ницы референсного диапазона, равного 2-10% от 
всех лейкоцитов. 

Количество МПК, полученных нами при 
фракционировании клеток на градиенте плотно-
сти, было сопоставимо с данными H. Quek и со-
авт. [7] и составляло от 1  ×  106 до 4  ×  106 клеток/ мл. 
Тем не менее, как и в исследовании A.  Llaves-
Lopez и соавт.  [5], мы увеличили плотность вы-
сева МПК, для получения моноцитов методом 
пластинчатой адгезии, со стандартизированного 
значения в 4  ×  105 клеток до 1  ×  106 – 2  ×  106 кле-
ток на лунку. Такая модификация метода позво-
лила нам получать от 1  ×  105 до 6  ×  105 моноцитов 
(99% живых клеток), среди которых более 77% 
экспрессировали на поверхности маркер CD14+ 
(среднее значение: 81,7%; 95% ДИ: 77,8-85,7%).

Критическими параметрами для получения 
MDMi из моноцитов периферической крови у 
детей с аутизмом в количестве, достаточном для 
проведения функциональных тестов, в том чис-
ле, определения маркеров микроглии с помощью 
метода проточной цитометрии, стали: начальное 
число моноцитов в лунке (0-й день), длитель-
ность инкубации и количество клеток в лун-
ке на финальный день культивирования. Так, к 
14- му дню инкубации, количество клеток в лунке 
варьировало в среднем от 6,6% до 12,2%, от ис-
ходной концентрации клеток, что согласуется с 
данными M.  Ohgidani и соавт.  [6]. Тем не менее 
абсолютные значения были ниже 1  ×  104 клеток 
в лунке, что не позволяло провести определение 
их фенотипа. На основании протоколов некото-
рых исследований [8] нами было принято реше-
ние сократить время культивирования клеток до 
10 дней. Также нами было установлено, что при 
начальной концентрации моноцитов от 1 × 105до 
3 × 105 клеток/в лунке (0-й день), на 10-й день ин-
кубации количество живых клеток варьировало в 
диапазоне 1 × 104 – 4 × 104 (9,0-13,7% от началь-
ной численности). Если на 0-й день инкубации 
моноцитов было больше 3 × 105 клеток/в лунке, 
то процент живых клеток на 10-й день статисти-
чески значимо увеличивался в 2-2,5 раза, до 21,2-
28,3%.

Наконец, в существующих протоколах по-
лучения MDMi из МПК, используются разные 
комбинации цитокинов для поддержания жиз-
неспособности и дифференцировки клеток  [5, 
6, 7, 8]. Наиболее часто применяют два фактора: 
GM- CSF (10 нг/мл) и IL-34 (100 нг/мл). Нами 
показано, что при таком коктейле цитокинов, 

ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ КОМБИНАЦИЙ ЦИТОКИНОВ НА ЭКСПРЕССИЮ P2RY12+ И TMEM119+ МИКРОГЛИЯ-
ПОДОБНЫМИ КЛЕТКАМИ НА 10-Й ДЕНЬ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ, M (95% ДИ)

TABLE 1. EFFECT OF VARIOUS CYTOKINE COMBINATIONS ON THE P2RY+ AND TMEM119+ EXPRESSION BY MICROGLIA-
LIKE CELLS AT DAY 10 OF CULTIVATION, M (95% CI)

Комбинация цитокинов 
Сytokine combinations P2RY12+, % TMEM119+, % P2RY12+/TMEM119+, %

GM-CSF/IL-34 74,4
(72,0-76,8)

59,5
(56,6-62,3)

57,3
(43,9-60,4)

GM-CSF/IL-34/IL-3 96,1*
(90,0-99,2)

72,1
(47,2-97,0)

67,0
(54,0-79,9)

Примечание. * – значимые различия между показателями при стимуляции клеток двумя и тремя цитокинами (р ≤ 0,05).

Note. *, significant differences between the indices when cells were stimulated with two and three cytokines (p ≤ 0.05).
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уже на 10-й день культивирования, 74,4% кле-
ток несут специфичный для микроглии маркер 
P2RY12+, 59,5%  – TMEM119+ и 57,3% клеток  – 
оба маркера (табл. 1).

Далее нами была предпринята попытка по-
высить численность клеток и процент клеток, 
экспрессирующих специфические маркеры ми-
кроглии, на конец срока культивирования. Для 
этого в качестве третьего фактора к GM-CSF и 
IL-34 был добавлен: TGF-β (10 нг/мл), или IL-3 
(10 нг/ мл), а также создана комбинация на ос-
нове всех 4 цитокинов. По данным T.J. Sargeant 
и соавт., TGF-β требуется для развития зрелой 
микроглии in vitro и помогает поддерживать по-
коящийся фенотип микроглии, полученной из 
индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток, но редко используется при получении 
MDMi из моноцитов периферической крови [8]. 
Добавление нами TGF-β (10 нг/мл) в среду куль-
тивирования, не зависимо от комбинации цито-
кинов (3/4 фактора), приводило к смерти всех 
клеток путем апоптоза на 5-7-е сутки культивиро-
вания (в лунке вместо клеток появлялись образо-
вания, по морфологии похожие на апоптические 
тельца). Данный эффект требует дополнительно-
го изучения. 

IL-3 (10 нг/мл) был добавлен нами в попытке 
повысить численность выживших клеток на ко-
нец срока культивирования. Согласно данным 
литературы, IL-3 способствует пролиферации 
микроглии как в условиях in vivo, особенно при 
нарушениях работы мозга, так и в условиях in 
vitro [3]. В результате нами не обнаружено значи-
мых различий в количестве выживших клеток на 

10-й день культивирования при сравнении среды 
с добавлением IL-3 или без него. Процент выжив-
ших клеток при использовании коктейля из двух 
цитокинов (GM-CSF и IL-34) составил 24,7% от 
начальной концентрации моноцитов в лунке, из 
трех цитокинов (GM-CSF, IL-34 и IL-3) – 25,0%. 
Тем не менее при введении в среду культивирова-
ния IL-3, 72,1% MDMi экспрессировали на своей 
поверхности маркер микроглии – TMEM119+, а 
96,1%  – P2RY12+. Для P2RY12+ различия были 
статистически значимыми по сравнению с ана-
логичными показателями при использовании 
коктейля из двух цитокинов: GM-CSF и IL-34 
(табл. 1).

Заключение 
Таким образом, по итогам проведенного пи-

лотного исследования, мы установили, что для 
индукции микроглия-подобных клеток из моно-
цитов периферической крови детей с аутизмом 
необходимо 10-дневное культивирование не ме-
нее 3 × 105 клеток/в лунке, в среде RPMI-1640 со 
стабильным глутамином, антибиотиками и кок-
тейлем из трех цитокинов: GM-CSF (10 нг/ мл), 
IL-34 (100 нг/мл), IL-3 (10 нг/мл). Такие параме-
тры культивирования позволяют получить около 
6 × 104 клеток, не менее 90% из которых экспрес-
сируют на своей поверхности маркер микро-
глии  – P2RY12+ и могут быть использованы в 
качестве модели для изучения механизмов пато-
генеза аутизма, а также поиска персонифициро-
ванных подходов к его лечению.
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ОЦЕНКА ОСНОВНЫХ СУБПОПУЛЯЦИЙ  
ЛИМФОЦИТОВ В ПОСТТРАВМАТИЧЕСКОМ  
ПЕРИОДЕ У ДЕТЕЙ
Закиров Р.Ш.1, 2, Петричук С.В.1, Карасева О.В.1, 2

1 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства 

здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ГБУЗ города Москвы «Научно-исследовательский институт неотложной детской хирургии 

и травматологии» Департамента здравоохранения города Москвы, Москва, Россия

Резюме. Тяжелая травма является одной из ведущих причин инвалидизации и смертности среди 
детей старше года. Это исследование направлено на оценку динамики основных популяций лимфо-
цитов периферической крови как показателей тяжести травмы, развития осложнений и прогноза ис-
хода травматической болезни у детей. В исследование включено 118 пациентов с тяжелой механиче-
ской травмой (ТТ, ISS ≥ 16), из которых 60 детей имели благоприятный исход, 51 – неблагоприятный, 
а 7 – летальный исход по шкале исходов Глазго и шкале исходов тяжелой травмы. По характеру те-
чения посттравматического периода больных также разделили на группы в зависимости от развития 
гнойно-септических осложнений (ГСО, n = 23) и синдрома полиорганной недостаточности (СПОН, 
n = 19). С использованием лазерной проточной цитофлюориметрии был проведен анализ субпопу-
ляционного состава лимфоцитов периферической крови в динамике травматической болезни на 1-е, 
3-и, 5-е, 7-е, 10-е и 14-е сутки с момента получения травмы с нормированием полученных показа-
телей относительно возрастной нормы. Группу сравнения составили 34 ребенка с травмой легкой и 
средней степени тяжести (ЛТ, ISS < 16). Контрольную группу в исследовании составили 60 условно 
здоровых детей, сопоставимых по возрасту и полу. Результаты показали, что у пациентов с тяжелой 
травмой (ISS ≥ 16) наблюдается значительное снижение количества CD3+, CD19+ и NK-лимфоцитов 
уже в первые сутки после травмы, с частичным восстановлением к 5-7-м суткам. В группе с легкой 
травмой (ISS < 16) изменения в составе лимфоцитов были менее выражены. Выраженное снижение 
количества лимфоцитов у детей с тяжелой травмой, особенно CD3+ и NK-лимфоцитов, коррелирует 
с тяжестью состояния, развитием СПОН, ГСО и неблагоприятным прогнозом. Полученные данные 
указывают на важность динамического мониторинга уровней основных субпопуляций лимфоцитов 
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периферической крови наряду с другими клеточными маркерами для прогноза развития осложнений 
и также исхода травматической болезни.

Ключевые слова: дети, тяжелая травма, политравма, субпопуляции, синдром полиорганной недостаточности, прогноз 
исхода, инфекционные осложнения

BASIC LYMPHOCYTE SUBSETS DURING THE POST-
TRAUMATIC PERIOD IN CHILDREN
Zakirov R.Sh.a, b, Petrichuk S.V.a, Karaseva O.V.a, b

a National Medical Research Center for Children’s Health, Moscow, Russian Federation  
b Institute of Urgent Children Surgery and Traumatology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Severe trauma remains a leading cause of disability and mortality among children over 1 
year. This study aimed to assess the dynamics of peripheral blood lymphocyte subpopulations in pediatric 
trauma, depending on severity, complication risks, and general prognosis in pediatric trauma. A total of 118 
children with severe mechanical trauma (ISS ≥ 16) were included. According to the Severe Injury Outcomes 
Scale (OISS), 60 patients had a favorable outcome; 51, with unfavorable outcome, and fatal outcome was 
documented in 7 cases. On the basis of clinical course, the subgroups with septic complications (PSC, 
n = 23) and multiple organ dysfunction syndrome (MODS, n = 19) were discerned. Flow cytometric analysis 
of lymphocyte subpopulations (CD3+, CD19+, NK cells) was conducted on days 1, 3, 5, 7, 10, and 14 post-
trauma, with return to age-specific reference values. A comparison group included 34 children with mild or 
moderate trauma (ISS < 16), and a control group consisted of 60 age- and sex-matched healthy children. 
The laboratory findings revealed a significant and sustained reduction in CD3+, CD19+, and NK lymphocyte 
counts in children with severe trauma as early as day 1, with partial recovery by days 5-7. In children with 
mild trauma, these changes were less pronounced. Persistent lymphopenia, especially, in CD3+ and NK cells 
was significantly associated with MODS, PSC, and poor outcomes. These results confirm the prognostic 
relevance of dynamic monitoring of lymphocyte subpopulations as sensitive markers of immune dysfunction 
in the context of severe trauma and its complications. Inclusion of cellular immune parameters into risk 
stratification protocols may enhance the early identification of children at high risk for adverse outcomes and 
suggest targeted therapeutic interventions.

Keywords: children, severe injury, polytrauma, lymphocytes subsets, multiple organ failure, outcome prediction, infectious 
complications

Введение
Тяжелая травма является ведущей причиной 

инвалидизации и смертности у детей старше 
года, при этом наиболее частыми механизмами 
ее возникновения остаются падения и дорожно-
транспортные происшествия  [1]. Высокая ле-
тальность обусловлена развитием синдрома по-
лиорганной недостаточности (СПОН), которая 
встречается у 11,3-23,1% пострадавших детей. 
Летальность при СПОН составляет 20,1-53% по 
сравнению с 0,5% у пациентов без него [8]. СПОН 
у детей развивается стремительно: в 75-86% слу-
чаев он манифестирует в первые 24 часа после 

поступления в отделение анестезиологии и реа-
нимации (ОАР), что связано с возрастными осо-
бенностями воспалительного ответа [15]. В 95% 
случаев СПОН сопровождается выраженной си-
стемной воспалительной реакцией, приводящей 
к дисбалансу между гипервоспалением и имму-
носупрессией, что повышает риск инфекцион-
ных осложнений (сепсис, септический шок) и 
увеличивает вероятность летального исхода [9]. 
Ранняя диагностика СПОН и гнойно-септиче-
ских осложнений (ГСО) имеет решающее значе-
ние для улучшения прогноза. В педиатрической 
практике применяются шкалы оценки органной 
дисфункции (pSOFA, PELOD, MODS)  [13], а 
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также активно изучаются биомаркеры тяжести 
состояния и исхода, включая IL-6, прокальци-
тонин (PCT), С-реактивный белок (СРБ), S100, 
нейрон-специфическую енолазу (NSE) и адре-
номедуллин (ADM)  [3, 5, 6]. Однако, согласно 
последним исследованиям, традиционные био-
маркеры воспаления обладают ограниченной 
прогностической точностью и не всегда позво-
ляют своевременно идентифицировать пациен-
тов с высоким риском развития СПОН и ГСО. 
В связи с этим возрастает интерес к клеточным 
маркерам иммунного ответа, в частности к по-
пуляциям лимфоцитов периферической крови. 
Иммунная дисфункция играет ключевую роль 
в патогенезе посттравматических осложнений, 
а изменения в составе субпопуляций лимфо-
цитов могут отражать тяжесть воспалительной 
реакции и риск инфекционных осложнений. 
Согласно последним данным, динамика соот-
ношения различных лимфоцитарных субпопу-
ляций, таких как CD4+ и CD8+Т-лимфоциты, 
регуляторные Т-клетки, натуральные киллеры 
(NK-клетки) и B-лимфоциты, может служить 
информативным показателем прогнозирования 
исходов критических состояний [4, 10, 14].

Целью данного исследования является оценка 
основных популяций лимфоцитов перифериче-
ской крови как критериев тяжести состояния, 
развития осложнений и прогноза исхода травма-
тической болезни у детей.

Материалы и методы
В ходе ретроспективного исследования об-

следовано 367 образцов крови, полученных от 
118 пациентов (78 мальчика (66.1%), 40 девочек 
(33,9%)) в критическом периоде тяжелой меха-
нической травмы, проходивших лечение в отде-
лении анестезиологии-реанимации (ОАР) НИИ 
НДХиТ ДЗ г. Москвы. Лабораторное обследо-
вание выполняли на базе лабораторного отдела 
ФГАУ «НМИЦ здоровья детей» Минздрава РФ в 
динамике травматической болезни от 1 до 7 раз в 
зависимости от длительности пребывания ребен-
ка в отделении ОАР НИИ НДХиТ ДЗ г. Москвы. 
Возраст детей составлял Me (Q25-Q75)  – 11,9 
(6,0-15,6) года. В качестве декретированных сро-
ков лабораторного обследования были выбраны 
1-е, 3-и, 5-е, 7-е, 10-е, 14-е сутки с момента по-
ступления в отделение ОАР. Критериями вклю-
чения в исследование были: пациенты с ТМТ 
(ISS ≥ 16 баллов), поступившие в течение 48 ча-
сов после травмы. Из исследования исключались 

пациенты, имеющие сопутствующие острые вос-
палительные и хронические заболевания. 

Для объективной оценки тяжести поврежде-
ния использовали шкалу тяжести повреждения 
(Injury severity score, ISS), шкалу комы Глазго 
(ШКГ). Для оценки исхода ТМТ использовали 
шкалу исходов комы Глазго (ШИГ) и шкалу ис-
ходов тяжелой травмы  – Severe Injury Outcomes 
Scale (ШИТТ-OISS)  [7]. Оценку по ШИТТ и 
ШИГ проводили при выписки пациента.

На основании ШИТТ больных разделили 
на 2 группы: ТМТ с благоприятным исходом  – 
ШИТТ 1-2 (ТМТбл., n  =  60) и ТМТ с неблаго-
приятным исходом  – ШИТТ 3-4 (ТМТнебл., 
n  =  51). Отдельно была описана группа ТМТ с 
летальным исходом (ШИТТ 5, n  =  7) (табл.  1). 
У  всех пациентов оценивали клинико-лабора-
торные показатели, свидетельствующие о разви-
тии синдрома системного воспалительного отве-
та и органной недостаточности [12]. По характеру 
течения посттравматического периода больных 
разделили на группы в зависимости от развития 
ГСО (n = 23) и СПОН (n = 19) (табл. 1).

Оценка количественных показателей субпо-
пуляционного состава лимфоцитов перифериче-
ской крови выполнялась с использованием ме-
тода лазерной проточной цитофлюориметрии в 
реакции прямой иммунофлюоресценции на про-
точном цитометре CYTOMICS FC 500 (Beckman 
Coulter, США). Для определения субпопуляций 
лимфоцитов использовали следующие поверх-
ностные маркеры: CD45, IgG1, IgG2a, CD3, 
CD16, CD56, CD19 производства Beckman 
Coulter (США) и BD Biosciences (США). Анализ 
количественных показателей популяционного 
состава лимфоцитов крови у детей представляет 
особую сложность из-за существования возраст-
ных особенностей. Для унификации показателей 
предварительно нами было проведено преобра-
зование по формуле, с учетом нормативных зна-
чений для разных возрастных групп параметров 
основных популяций лимфоцитов перифериче-
кой крови [2]: 

Xn = (Xmin-X) / 0,01 × (Xmax – Xmin),

где X  – значение изучаемого показателя; Xn  – 
значение показателя, нормированное на возраст-
ную норму; Xmax – верхняя граница возрастной 
нормы; Xmin – нижняя граница возрастной нор-
мы.

После преобразования был получен массив 
данных по всем основным показателям популя-
ционного состава лимфоцитов периферической 
крови у детей, в котором значения изучаемых по-
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казателей представлены в единых условных еди-
ницах. 

Методы статистического анализа
Обработку полученных данных проводили 

с помощью компьютерных программ MS Excel 
2016 (Microsoft corp., США), Statistiсa 10 (StatSoft, 
Inc., США), а также с помощью языка «R». Ре-
зультаты представлены в виде медианы (Me) и 
квартилей (Q0,25-Q0,75). Критерием статистиче-
ской достоверности получаемых выводов счита-
ли величину p < 0,05(*), p < 0,01 (**).

Исследование было проведено в соответствии 
с Хельсинкской декларацией и одобрено Коми-
тетом по биомедицинской этике Института не-
отложной детской хирургии и травматологии 
(протокол № 2 от 26.05.2020). Все участники ис-
следования подписали информированное согла-
сие.

Результаты и обсуждение
Анализ динамики нормированного абсолют-

ного количества лимфоцитов периферической 
крови у детей показал выраженные изменения 
в зависимости от тяжести травмы. У пациен-
тов с тяжелой травмой (ТТ, ISS  >  16) уже в 1-е 
сутки после повреждения выявлено значитель-
ное снижение количества CD3+, CD19+ и NK-
лимфоцитов по сравнению с контрольной груп-
пой. На протяжении 1-3-х суток лимфопения 
сохранялась, частичное восстановление показа-
телей наблюдалось к 5-7-м суткам, однако зна-
чения оставались ниже контрольных до 14-х су-
ток после травмы. У пациентов с легкой травмой 
(ЛТ, ISS  <  16) снижение абсолютного количе-
ства CD3+ и NK-лимфоцитов было менее выра-
женным, а уровень CD19+ клеток существенно 
не отличался от контроля. Таким образом, тяже-
лая травма ассоциировалась с более выражен-
ной и длительной лимфопенией основных суб-
популяций лимфоцитов по сравнению с легкой 
травмой (рис.  1). Относительное содержание 
CD3+  лимфоцитов у детей с тяжелой травмой 
снижалось в 1-е сутки после травмы и постепен-
но восстанавливалось к 5-7-м суткам. Процент-
ное содержание CD19+ лимфоцитов у пациентов 
с легкой и тяжелой травмой было повышенным 
и достоверно отличалось от группы сравнения. 
Подъем уровня CD19+ лимфоцитов для группы 
с тяжелой травмой сохранялся до 3-5 суток с по-
следующим снижением к 14-м суткам. Уровень 
NK-лимфоцитов в группе тяжелой травмы был 
значительно снижен в сравнении с контрольной 
группой и группой с легкой травмой на протя-
жении всего острого посттравматического пери-

ода, с частичной компенсацией к 14-м суткам. 
Аналогичные данные были получены и в других 
исследованиях. Установлено, что персистиру-
ющая лимфопения, обусловленная снижением 
уровня Т-лимфоцитов при тяжелой травме, кор-
релирует с тяжестью состояния и ассоциируется 
с неблагоприятным прогнозом  [14]. Снижение 
количества лимфоцитов по сравнению с кон-
трольной группой отмечается у пациентов сра-
зу после травмы  [11]. С использованием непа-
раметрического критерия Манна–Уитни были 
проанализированы различия в нормированном 
абсолютном количестве и процентном содержа-
нии CD3+, CD19+ и NK-лимфоцитов у детей с 
тяжелой травмой в динамике в разных группах 
с развитием ГСО, СПОН и без развития ГСО, 
СПОН, а также c благоприятным, неблагопри-
ятным и летальным исходом по ШИТТ (табл. 2). 
У пациентов с СПОН медианные значения ис-
следуемых параметров были значительно ниже 
в течение первых 1-7 дней после поступления в 
ОРИТ по сравнению с пациентами без СПОН. 
Существенные различия уровней процентного 
содержания CD3+, CD19+ лимфоцитов между 
группами со СПОН выявлены на 1-й, 5-й, 10- й, 
14-й день и на 5-й, 10-й день соответственно. 
Следует отметить, что лишь одно ранее прове-
денное исследование показало значительное 
снижение числа лимфоцитов между группами с и 
без СПОН, начиная с 2-го дня [10]. Уровни NK-
лимфоцитов на 3-й день, а также CD3+ и CD19+ 
лимфоцитов на 10-й и 14-й день соответственно 
после травмы достоверно различались в группах 
с и без развития инфекционных осложнений. 
Сравнительный анализ данных посттравматиче-
ского периода в группах с благоприятным и не-
благоприятным исходом показал значительное 
уменьшение уровня CD3+ и CD19+ лимфоцитов 
на 7-й день и 10-й день после травмы в группе с 
неблагоприятным исходом (табл. 2). 

Заключение
Таким образом, результаты исследования под-

тверждают, что тяжесть травмы оказывает зна-
чительное влияние на динамику основных суб-
популяций лимфоцитов периферической крови 
у детей. Тяжелая травма ассоциируется с более 
выраженным и длительным снижением уровня 
CD3+ и NK-лимфоцитов, что может быть связано 
с развитием осложнений и ухудшением прогноза 
исхода травматической болезни. 
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Рисунок 1. Динамика основных популяций лимфоцитов периферической крови у детей с тяжелой травмой (ТТ, 
ISS ≥ 16)
Примечание. Me (Q0,25-Q0,75), (min-max); значимость представлена буквами, соответствующими попарному сравнению с помощью 
теста Краскела–Уоллиса. Группы сравнения: контрольная группа (Контроль), легкая травма (ЛТ, ISS < 16).
Figure 1. Dynamics of basic peripheral blood lymphocytes population levels in children with injury over time
Note. Me , Me (Q0.25-Q0.75), (min-max); the significance is represented by letters accoding to pairwise comparation through the Kruskal–Wallis test. 
Comparison groups: control group (Control), mild injury (ISS < 16).
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СЕМЕЙНЫЙ СЛУЧАЙ SOPH-СИНДРОМА У ДЕТЕЙ
Иванова О.Н., Иванова И.С.
ФГАОУ ВО «Северо-Восточный федеральный университет имени М.К. Аммосова», г. Якутск,  
Республика Саха (Якутия), Россия

Резюме. Распространенность SOPH-синдрома в Республике Саха (Якутия) составляет чуть более 
18 пациентов на 100 000 якутской популяции. При этом частота гетерозиготного носительства при-
чинной мутации  – 1300 на 100 000 здоровых якутов. По данным на 2009 год, распространенность 
SOPH-синдрома в Республике Саха (Якутия) для всего населения составила 4,53 на 100 000, а среди 
якутов – 9,95 на 100 000 якутского населения. Данная статья посвящена двум клиническим приме-
рам SOPH-синдрома в одной семье (брат и сестра) в катамнезе 6 лет. Данный пример клинического 
наблюдения представляет интерес для педиатров и семейных врачей, практикующих в Республике 
Саха (Якутия). Материалами и методами явились амбулаторные карты муниципальных поликлиник 
112у детей по месту жительства, карты наблюдения детей Консультативной поликлиники №1 Наци-
онального центра медицины. Фенотип обоих детей схож при осмотре диспластического телосложе-
ния. Форма головы брахицефальная, лицо симметричное, гипомимичное, прямой нос с выступаю-
щей глобеллой, незначительный экзофтальм, гипопластичные скулы, длинный фильтр, тонкие губы, 
неровный зубной ряд. Кожа смуглая, сухая. Микромелия. Грудная клетка короткая, большой живот. 
Конечности симметрично укорочены. НПО по мужскому типу. Стул и диурез в норме. Обоим детям 
сделана рентгенография кистей рук. Выявлено отставание костного возраста у обоих детей. Оба ре-
бенка прошли исследование KREC и TREC и генетическое исследование. У обоих детей выявлена 
мутация 5741G>A в гене NBAS в гомозиготном состоянии. По иммунограммам обоих детей выявле-
но резкое снижение уровня иммуноглобулинов А, М и G. Обоим детям была назначена регулярная 
заместительная терапия иммуноглобулином человеческим нормальным для подкожного введения, 
препарат Cutaquig в ежемесячной дозе 0,5-0,6 г/кг/мес по схеме 4 грамма каждые 10 дней, в две точки 
введения подкожно. В данное время дети получают заместительную терапию по месту жительства. 
Данные случаи представляют интерес для практикующих врачей и ученых, так как имеется сходство 
генотипов брата и сестры. Описание клинического течения всех случаев SOPH-синдрома необходимо 
для составления клинических рекомендаций. Формирование регистра SOPH-синдрома Республики 
Саха (Якутия) поможет в обеспечении лекарствами и медицинской помощью детей с данным видом 
первичного иммунодефицита.

Ключевые слова: синдром, регистр, мутация, иммунодефицит, низкорослость, иммуноглобулины
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A FAMILY CASE OF SOPH SYNDROME IN CHILDREN 
Ivanova O.N., Ivanova I.S. 
M. Ammosov North-Eastern Federal University, Yakutsk, Republic of Sakha, Russian Federation

Abstract. Prevalence of SOPH syndrome in the Republic of Sakha (Yakutia) is slightly more than 18 patients 
per 100,000 Yakut population. Frequency of heterozygous state for the causal mutation is 1,300 per 100,000 
healthy Yakuts. As of 2009, the prevalence of SOPH syndrome in the Republic of Sakha (Yakutia) for entire 
population was 4.53 per 100,000, and among Yakuts, 9.95 per 100,000. This article concerns two clinical cases 
of SOPH syndrome in a single family (brother and sister) observed for 6 years. This clinical example is of 
interest to pediatricians and family doctors practicing in the Republic of Sakha (Yakutia). We used outpatient 
cards of municipal polyclinics for 112,000 children at their residence place, observation cards for children 
at the Consultative Polyclinic No.1 at the National Center of Medicine. The phenotype of both children is 
similar. When looking for dysplastic features, we revealed brachycephalic skull, symmetrical face, hypomimia, 
straight nose with protruding glabella, slight exophthalm, hypoplastic cheekbones, long filter, thin lips, uneven 
dentition. The skin was dark and dry. Micromelia was also documented, along with short chest and enlarged 
belly. The limbs were symmetrically shortened. Sex features were by male type. Stools and diuretic functions 
were normal. Both children underwent radiography of their hands. The delayed bone growth was revealed in 
both children. Both children underwent KREC and TREC studies and genetic testing. Both children were 
homozygous for 5741G>A mutation in NBAS gene. Immunograms of both children showed a sharp decrease 
in IgA, IgM and IgG levels. Both children were administered regular replacement therapy with subcutaneous 
injections of normal human immunoglobulin. Cutaquig preparation has been also prescribed at a monthly dose 
of 0.5-0.6 g/kg, according to the protocol (4 g every 10 days, at two subcutaneous injection points). Currently, the 
children are receiving substitution therapy at their place of residence. These cases are of interest to practitioners 
and scientists, due to similar gene mutation in brother and sister. One should evaluate clinical course in all cases 
of SOPH syndrome in order to develop appropriate clinical recommendations. Establishment of the SOPH-
syndrome registry in Republic of Sakha (Yakutia) will help in providing medical drugs and medical care to 
children with this type of primary immunodeficiency.

Keywords: SOPH syndrome, mutation, immunodeficiency, dwarfism, immunoglobulins

Введение
Синдром низкорослости с атрофией зритель-

ных нервов и пельгеровской аномалией лейкоци-
тов (SOPH) (OMIM # 614800) впервые в мире был 
описан в 2010 году якутскими врачами-генетика-
ми совместно с японскими коллегами и назван 
ими SOPH-синдром, по первым буквам основ-
ных клинических симптомов, присутствующих в 
этом синдроме: низкий рост, атрофия зрительных 
нервов и пельгеровская аномалия лейкоцитов [1, 
2, 3, 4, 5]. Распространенность SOPH-синдрома 
в Республике Саха (Якутия) составляет чуть бо-
лее 18 пациентов на 100 000 якутской популяции. 
При этом частота гетерозиготного носительства 
причинной мутации  – 1300 на 100 000 здоровых 
якутов.

По данным на 2009 год, распространенность 
SOPH-синдрома в Республике Саха (Якутия) для 

всего населения составила 4,53 на 100 000, а среди 
якутов – 9,95 на 100 000 якутского населения.

Данная статья посвящена наблюдению над 
семейными случаями SOPH-синдрома. Данный 
пример клинического наблюдения представляет 
интерес для педиатров и семейных врачей, прак-
тикующих в Республике Саха (Якутия).

Цель исследования – представить клиническое 
наблюдение синдрома SOPH у двух детей – брата 
и сестры из одной семьи в катамнезе 6 лет.

Материалы и методы
Для исследования были использованы амбу-

латорные карты муниципальных поликлиник 
112у детей по месту жительства. Карты наблю-
дения детей Консультативной поликлиники № 1 
Национального центра медицины.
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Результаты и обсуждение
Ребенок Э., мальчик, национальность саха, 

дата рождения 17.06.2012 (13 лет) до 2018 года ни-
каких жалоб не предъявлял. Ребенок от 1-й бере-
менности, протекавшей в 1-й половине с угрозой 
прерывания.

В 2018 году обратились к педиатру РБ №  1 
НЦМ с жалобами на низкое зрение вдаль обоими 
глазами, периодический кашель, ночной храп, 
частую заложенность носа, низкий рост. Рост на 
момент осмотра 10.10.2024  – 132 см, вес 26 кг. 
В данное время учится в 4-м классе, успеваемость 
средняя. Занимается шашками. Аппетит выбо-
рочный, сон спокойный, судороги и обмороки 
отрицает. 

Фенотип ребенка: при осмотре диспласти-
ческого телосложения. Форма головы брахице-
фальная, лицо симметричное, гипомимичное, 
прямой нос с выступающей глобеллой, незна-
чительный экзофтальм, гипопластичные скулы, 
длинный фильтр, тонкие губы, неровный зубной 
ряд. Кожа смуглая, сухая. Микромелия. Грудная 
клетка короткая, большой живот. Конечности 
симметрично укорочены. НПО по мужскому 
типу. Стул и диурез в норме (рис.  1).

Ребенок был отправлен к офтальмологу, ал-
лергологу-иммунологу, эндокринологу и гене-
тику на консультацию. Консультация офтальмо-

лога от 02.08.2018, заключение: OD: Частичная 
атрофия зрительного нерва, OU: Миопия сла-
бой степени, неосложненная. Халазион правого 
века. Иммунолог от 02.08.2018: Первичный им-
мунодефицит комбинированный. Эндокринолог 
от 28.08.2018: Нанизм синдромальный (не эндо-
кринного генеза). 

Лабораторное обследование: уровень витами-
на D в крови 14,4 нг/мл (РИ: 30,00-100,00 нг/мл). 
Биохимический анализ крови: уровень фосфора 
в крови 2,02 ммоль/л (РИ: 0,87-1,45). Была про-
ведена KREС и TREС-диагностика. TREС 18,31 
копий/10  ×  5 (норма более 20), KREС 10,01 ко-
пий/10 × 5 (норма более 40).

Сделана рентгенограмма кистей рук от 
29.10.2024. Заключение: Взаимоотношение ко-
стей в суставах не нарушено. Форма костей обыч-
ная Контуры ровные и четкие. Замыкательные 
пластинки не изменены. Рентген суставные щели 
не сужены. Определяются ядра оссификации 7 
костей запястья без гороховидной кости и ядра 
оссификации дистальных эпифизов локтевых 
костей. Таким образом, костный возраст ребенка 
соответствует 7-7,5 годам.

Ребенку было проведено генетическое ис-
следование. Выявлена мутация 5741G>A, в гене 
NBAS в гомозиготном состоянии. Генетик вы-
ставил диагноз: Q87.1 синдром врожденных 
аномалий, проявляющийся преимущественно 

Рисунок 1. Динамика веса детей с SOPH-синдромом 
(мальчик и девочка) 
Figure 1. Weight dynamics of children with SOPH syndrome 
(boy and girl)

Вес долженствующий / Weight should be
Вес мальчика / Weight of boy
Вес девочки / Weight of girl

Рисунок 2. Динамика роста детей с SOPH-синдромом 
(мальчик и девочка)
Figure 2. Growth dynamics of children with SOPH syndrome 
(boy and girl)

Рост долженствующий / Height should be
Рост мальчика / Height  of boy
Рост девочки / Height  of girl
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карликовостью. SOPH-синдром. Первичный им-
мунодефицит. Частичная атрофия зрительных 
нервов на фоне нанизма. Пельгеровская анома-
лия лимфоцитов. Нанизм синдромальный. Пер-
вичный иммунодефицит. Дефицит витамина D.

С 18.11.2024 по 03.12.2024 находился в отделе-
нии иммунологии НМИЦ детской гематологии, 
онкологии и иммунологии имени Дмитрия Ро-
гачева Минздрава РФ. Пациенту была назначена 
регулярная заместительная терапия иммуногло-
булином человеческим нормальным для подкож-
ного введения, препарат Cutaquig в ежемесячной 
дозе 0,5-0,6 г/кг/мес по схеме 4 грамма каждые 10 
дней, в две точки введения подкожно.

В данное время пациент находится на дис-
пансерном наблюдении, имеет инвалидность и 
получает заместительную терапию препаратом 
Cutaquig в ежемесячной дозе 0,5-0,6 г/кг/мес, 
по схеме 4 грамма каждые 10 дней, в две точки 
введения подкожно. Также на диспансерном на-
блюдении в МГЦ находится семья пациента, ре-
комендована ранняя инвазивная пренатальная 
диагностика в 10 недель.

В обследуемой семье есть еще один ребенок – 
девочка 11 лет. Национальность саха. В 2018 году 
родители обратились в Консультативную поли-
клинику РБ №  1 НЦМ со вторым ребенком: де-
вочкой – младшей сестрой пациента (дата рожде-
ния 30.12.2013) с жалобами на частые простудные 
заболевания, заложенность носа, отставание в ро-

Рисунок 3. Показатели иммунного статуса у детей 
с SOPH-синдромом (мальчик и девочка)
Figure 3. Immune status indicators in children with SOPH 
syndrome (boy and girl)
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сте и весе. После осмотра педиатра ребенку было 
назначено обследование: рентгенография костей, 
консультация офтальмолога, аллерголога, эндо-
кринолога и генетика. Девочка от 2-й беремен-
ности, 2-х родов. Беременность протекала гладко. 
Роды в срок, естественные. К груди приложена 
сразу. Вес при рождении 3360, длина 51 см. Оцен-
ка по шкале Апгар 7/8 б. На грудном вскармли-
вании до 2 месяцев. Психомоторное развитие: 
держит голову с 2 месяцев, переворачивается с 
4 месяцев, ходит с 12 месяцев, говорит с 24 меся-
цев. Перенесенные заболевания: ОРВИ, ветря-
ная оспа. Рост на момент осмотра 11.10.2024 года 
126 см, вес 27 килограмм (рис. 2). 

Фенотип ребенка при осмотре: диспластичное 
телосложение. Форма головы брахицефальная, 
лицо симметричное, гипомимичное, прямой нос 
с выступающей глобеллой, незначительный дву-
сторонний экзофтальм, гипопластичные скулы, 
длинный фильтр, неровный зубной ряд. Кожа 
смуглая и сухая. Микромелия. ЧПС. Грудная 
клетка короткая, большой живот. Конечности 
симметрично укорочены. НПО по мужскому 
типу. Стул и диурез в норме. Пациентка осмо-
трена окулистом 17.10.2024. Диагноз: Частичная 
атрофия зрительных нервов. Миопия слабой сте-
пени, приобретенная рано, неосложненная. Ос-
мотр эндокринолога E34.3 Нанизм синдромаль-
ный. Иммунолог от 29.10.2024 D 80.9 Первичный 
иммунодефицит, комбинированный. Рецидиви-
рующий бронхит (рис. 3). Назначено исследо-
вание KREС и TREС диагностика TREС 29,31 
копий/10  ×  5 (норма более 20) KREС 19,01 ко-
пий/10 × 5 (норма более 40). Лабораторное обсле-
дование: Уровень витамина D в крови 13,2 нг/мл 
(РИ: 30,00-100,00 нг/мл). Биохимический анализ 
крови: уровень фосфора в крови 1,88  ммоль/л 
(РИ: 1,45-1,78). 

Сделана рентгенограмма кистей рук от 
30.10.2024. Заключение: Взаимоотношение ко-
сей в суставах не нарушено. Форма костей обыч-
ная. Контуры ровные и четкие. Замыкательные 
пластинки не изменены. На рентгене суставные 
щели не сужены. Определяются ядра оссифика-
ции 7 костей запястья без гороховидной кости и 
ядра оссификации дистальных эпифизов локте-
вых костей. Таким образом, костный возраст ре-
бенка соответствует 6-6,5 годам. Пациентка была 
осмотрена генетиком. Ребенку было проведено 
генетическое исследование. Выявлена мутация 
5741G>A, в гене NBAS в гомозиготном состоя-
нии. Генетик выставил диагноз: Q87.1 синдром 
врожденных аномалий, проявляющийся пре-
имущественно карликовостью. SOPH-синдром. 
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Первичный иммунодефицит. Частичная атрофия 
зрительных нервов на фоне нанизма. Пельге-
ровская аномалия лимфоцитов. Нанизм синдро-
мальный. Первичный иммунодефицит. Дефицит 
витамина D.

С 18.11.2024 по 03.12.2024 находилась на об-
следовании в отделении иммунологии НМИЦ 
детской гематологии, онкологии и иммунологии 
имени Дмитрия Рогачева Минздрава РФ. Паци-
ентке была назначена регулярная заместитель-
ная терапия иммуноглобулином человеческим 
нормальным для подкожного введения, препарат 
Cutaquig в ежемесячной дозе 0,5-0,6 г/кг/мес по 
схеме 4 грамма каждые 10 дней, в две точки вве-
дения подкожно.

В данное время пациентка находится на дис-
пансерном наблюдении, имеет инвалидность и 
получает заместительную терапию препаратом 
Cutaquig в ежемесячной дозе 0,5-0,6 г/кг/мес, 
по схеме 4 грамма каждые 10 дней, в две точки 
введения подкожно. Также на диспансерном на-

блюдении в МГЦ находится семья пациентки, 
рекомендована ранняя инвазивная пренатальная 
диагностика в 10 недель.

В статье представлены два случая, сходные по 
клиническому течению и фенотипу. Оба ребенка 
прошли исследование KREС и TREС и генетиче-
ское исследование. У обоих детей выявлена мута-
ция 5741G>A в гене NBAS в гомозиготном состо-
янии. Данные случаи представляют интерес для 
практикующих врачей и ученых, так как имеется 
сходство генотипов брата и сестры. 

Выводы
1.	 Описание клинического течения всех 

случаев SOPH-синдрома необходимо для состав-
ления клинических рекомендаций.

2.	 Формирование регистра SOPH-синдрома 
Республики Саха (Якутия) поможет в обеспече-
нии лекарствами и медицинской помощью детей 
с данным видом первичного иммунодефицита.
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ЛАБОРАТОРНЫЕ КРИТЕРИИ ДЛЯ  
СОВЕРШЕНСТВОВАНИЯ ДИАГНОСТИКИ 
АУТОИММУННОГО ГЕПАТИТА И БОЛЕЗНИ  
ВИЛЬСОНА У ДЕТЕЙ
Жужула А.А.1, Курбатова О.В.1, Петричук С.В.1, Фисенко А.П.1, 
Сновская М.А.1, Мовсисян Г.Б.1, Потапов А.С.1, 2, Семикина Е.Л.1, 2

1 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФГАОУ «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. Определение лабораторных критериев для совершенствования дифференциальной диа-
гностики детей с аутоиммунным гепатитом (АИГ) и болезнью Вильсона (БВ) является актуальным 
в педиатрии. Одним из критериев постановки диагноза АИГ является повышение титров антину-
клеарного фактора (АНФ) в сыворотке крови. Описаны случаи, когда БВ может клинически проте-
кать по типу АИГ с выявлением неспецифических аутоантител, что затрудняет дифференциальную 
диагностику. Цель исследования  – выявить особенности определения антинуклеарного фактора 
на клеточной линии Hep-2 и специфических аутоантител с использованием тройного субстрата у 
детей с АИГ и БВ. Обследовано 62 ребенка с БВ и 28 детей с АИГ. Определяли антинуклеарный 
фактор (АНФ) на клеточной линии HEp-2 (клетки аденокарциномы гортани человека, ANA-HEp-2, 
AESKUSLIDES®, Германия) и специфические аутоантитела с использованием тройного субстрата, 
полученного от грызунов, который включает образцы тканей почки, печени и желудка (LKS Mouse, 
separated, Германия) с помощью реакции непрямой флюоресценции с использованием автоматиче-
ского анализатора HELIOS® (Германия). Проведенный анализ выявил положительные результаты 
исследования АНФ у 15 детей из 62 (24%) с БВ. Положительные результаты АНФ получены у 26 
детей из 28 (93%) с АИГ, достоверно чаще АНФ выявляется у детей с АИГ по сравнению с БВ. При 
исследовании специфических аутоантител с использованием тройного субстрата были выявлены 
положительные результаты у 34 детей с БВ (55%) и у 26 детей с АИГ (93%), достоверно чаще спец-
ифические аутоантитела на тройном субстрате выявляются у детей с АИГ (р < 0,001), чем у детей с 
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БВ. При обследовании ребенка с подозрением на АИГ при выявлении гомогенного типа свечения на 
клеточной линии HEp-2 и при комбинации различных типов свечения на тройном субстрате нельзя 
исключать наличие у пациентов БВ.

Ключевые слова: дети, аутоиммунный гепатит, болезнь Вильсона, антинуклеарный фактор на клеточной линии Hep- 2, 
тройной субстрат LKS Mouse, аутоантитела к микросомам печени и почек 1-го типа, аутоантитела к гладким 
мышцам, аутоантитела к митохондриям, аутоантитела к париетальным клеткам желудка

LABORATORY CRITERIA FOR IMPROVING THE DIAGNOSIS 
OF AUTOIMMUNE HEPATITIS AND WILSON’S DISEASE 
IN CHILDREN 
Zhuzhula A.A.a, Kurbatova O.V.a, Petrichuk S.V.a, Fisenko A.P.a, 
Snovskaya M.A.a, Movsisyan G.B.a, Potapov A.S.a, b, Semikina E.L.a, b

a National Medical Research Center for Children’s Health, Moscow, Russian Federation  
b I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. Specification of laboratory criteria for improving differential diagnostics of children with autoimmune 
hepatitis (AIH) and Wilson’s disease (WD) is a relevant task in pediatrics. Increased titers of antinuclear factor 
(ANF) in blood serum is among laboratory criteria for diagnostics of AIH. Some WD cases have been described 
which can manifest as autoimmune hepatitis (AIH) with detection of non-specific autoantibodies, thus 
complicating the differential diagnosis. The aim of our study was to identify the specific features for determination 
of antinuclear factor on the Hep-2 cell line and specific autoantibodies using a triple cell substrate in children 
with autoimmune hepatitis and WD. We have examined 62 pediatric patients with WD and 28 children with 
AIH. ANF was determined on the HEp-2 cell line (ANA-HEp-2, AESKUSLIDES®, Germany). Specific auto-
antibodies were detected by means of a triple substrate obtained from rodents, which included samples of kidney, 
liver and stomach tissues (LKS Mouse, Germany) using indirect fluorescence reactions applying an automated 
analyzer HELIOS® (Germany). The analysis revealed ANF positivity in 15 out of 62 (24%) children with WD. 
Positive ANF results were obtained in 26 out of 28 children AIH (93%), being significantly more common in 
AIH compared with WD. The study of specific autoantibodies using a triple substrate revealed positive results 
in 34 children with WD (55%), versus 26 children with AIH (93%), Hence, the specific auto-antibodies on 
the triple substrate are more commonly found in children with AIH (p < 0.001) than in children with WD. In 
children with suspected AIH, when a homogeneous type of luminescence is detected on the HEp-2 cell line, 
and with a combination of different luminescence types on a triple substrate, the presence of Wilson’s disease in 
patients cannot be excluded.

Keywords: children, autoimmune hepatitis, Wilson’s disease, antinuclear factor, Hep-2 cell line, triple LKS murine substrate, 
autoantibodies to microsomes, LKM-1 antibodies, liver, kidneys, smooth muscle antibodies, mitochondrial autoantibodies, gastric 
parietal cell autoantibodies

Введение
Заболевания печени – группа наследственных 

и приобретенных заболеваний с разнообразной 
клинической картиной  [9]. К одним из распро-
страненных заболеваний печени у детей относят 
аутоиммунный гепатит (АИГ), болезнь Вильсо-
на–Коновалова и другие.

Болезнь Вильсона (БВ) – тяжелое редкое на-

следственное заболевание, характеризующееся 

нарушением метаболизма меди и избыточным 

накоплением меди в различных органах и тканях, 

что приводит к сочетанному поражению преиму-

щественно паренхиматозных органов (печень) 

и центральной нервной системы (в чечевидноо-
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бразных ядрах, в подкорковых ядрах и в коре го-
ловного мозга) [4, 9, 10]. Распространенность БВ 
колеблется от 1:30 000 до 1:100 000 человек [8, 10]. 
Чаще болезнь встречается у мужчин, чем у жен-
щин [10]. 

БВ вызвана мутацией в гене АТР7В, который 
кодирует трансмембранную АТФазу, транспор-
тирующую медь, из-за чего избыточно накапли
вается медь в гепатоцитах, разрушая их и повы-
шая концентрацию свободной меди в сыворотке 
крови и увеличенной экскреции меди с мочой [4, 
9, 10, 11].

БВ у детей отличается широким полиморфиз-
мом клинической симптоматики: дебют заболе-
вания начинается с поражением печени в 5-18 
лет (40-45% случаев), в 30% случаев – с развитием 
неврологических и психических расстройств  [4, 
9]. БВ является трудно диагностируемым заболе-
ванием печени из-за длительного латентного те-
чения, особенно на начальных этапах заболева-
ния [8]. Поэтому актуальным является изучение 
пациентов детского возраста с патологией пече-
ни неуточненной этиологии для подтверждения/
исключения БВ [8].

Описаны случаи, когда БВ может клинически 
протекать по типу АИГ с выявлением неспец-
ифических аутоантител, что затрудняет диф-
ференциальную диагностику, при этом не ис-
ключает аутоиммунный компонент в патогенезе 
БВ  [4]. Описаны случаи обнаружения антител к 
микросомам печени и почек 1-го типа (LKM- 1) 
у пациентов с БВ после эпизодов отторжения 
трансплантатов печени [7]. Тем не менее частота 
выявления наличия специфических аутоантител 
при БВ не изучена, поэтому следует проявлять 
настороженность при дифференциальной диа-
гностике печеночной формы БВ и АИГ [13]. 

АИГ  – тяжелое хроническое аутоиммунное 
воспалительное заболевание печени неизвест-
ной этиологии, характеризующееся продукцией 
аутоантител к собственным гепатоцитам  [1,  3, 
7, 14]. АИГ является редким заболеванием, его 
распространенность в Европе и США колеблет-
ся 3-17 случаев на 100 000 человек  [3]. В России 
в структуре хронических гепатитов у детей доля 
АИГ составляет 2%, лица женского пола болеют 
чаще [1]. 

В развитии АИГ одной из основных при-
чин является нарушение иммунотолерантности 
организма у генетически предрасположенных 
лиц [1, 3]. Нарушения в иммунной системе могут 
проявляться дефектом функции регуляторных 
Т-клеток и наличием аутоантител в крови [1, 3]. 

Аутоантитела фиксируются на мембране гепато-
цитов, способствуя их разрушению собственны-
ми лимфоцитами [1, 3].

Одним из критериев постановки диагноза 
АИГ является повышение титров антинуклеар-
ного фактора (АНФ) в сыворотке крови [1]. У де-
тей в зависимости от выявленных аутоантител 
выделяют 2 типа АИГ: АИГ 1-го типа, при кото-
ром выявляются специфические аутоантитела к 
гладкой мускулатуре (ASMA) и/или АНФ и АИГ 
2-го типа, при котором выявляются специфиче-
ские антитела к микросомам печени и почек 1-го 
типа (LKM-1), и/или антитела к цитозольному 
антигену печени 1-го типа (LC-1)  [1, 3, 7]. АИГ 
2-го типа составляет 3-4% от всех случаев АИГ [1, 
3]. Антитела к печеночному растворимому анти-
гену (SLA) – аутоантитела, которые специфичны 
и обладают высокой диагностической значимо-
стью при любом типе АИГ [1]. 

Определение лабораторных критериев для 
совершенствования дифференциальной диагно-
стики детей с АИГ и БВ является актуальным в 
педиатрии.

Цель исследования  – выявить особенности 
определения АНФ на клеточной линии Hep-2 и 
специфических аутоантител с использованием 
тройного субстрата у детей с АИГ и БВ.

Материалы и методы
В исследование было включено 62 ребенка с 

БВ и 28 детей с АИГ, находившиеся на обследова-
нии в гастроэнтерологическом отделении в ФГАУ 
«НМИЦ здоровья детей» Минздрава России. 

Всем детям определяли АНФ на клеточной ли-
нии HEp-2 (клетки аденокарциномы гортани че-
ловека) с помощью реакции непрямой флюорес-
ценции (РНИФ, AESKUSLIDES® ANA-HEp-2, 
Германия) с использованием автоматического 
анализатора HELIOS® (AESKU.GROUP, Гер-
мания)  [2]. Данное исследование является «зо-
лотым стандартом» лабораторной диагностики 
выявления аутоантител в сыворотке крови [2, 3, 
4]. Результат анализа представляет собой инфор-
мацию о конечной титре и типе свечения ядра и 
цитоплазмы клеток HEp-2  [3]. Отрицательными 
значениями считали титры АНФ  <  1/160, при 
титре 1/160 ответ считали низкопозитивным, 
1/320-1/640  – умеренно позитивным, 1/1280 и 
выше – высокопозитивным [3]. Любой из выяв-
ленных типов свечений АНФ мы принимали за 
положительный результат [3].
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Всем детям определяли специфические ауто-
антитела с использованием тройного субстра-
та, полученного от грызунов, который вклю-
чает образцы тканей почки, печени и желудка 
(AESKUSLIDES® LKS Mouse, separated, Герма-
ния). Метод основан на РНИФ и позволяет вы-
явить аутоантитела к микросомам печени и почек 
1-го типа (LKM-1), к гладким мышцам (ASMA), 
к митохондриям (AMA), к париетальным клет-
кам желудка (PCA) [3]. Примеры типов свечения 
для выявление аутоантител с использованием 
тройного субстрата представлены на рисунке 1 
(см. 3-ю стр. обложки).

Статистическая обработка проводилась в про-
грамме Microsoft Exсel 2010 с расчетом ошибки 
среднего для доли варианта и достоверности по 
t-критерию.

Результаты и обсуждение
Проведенный анализ выявил положительные 

результаты исследования АНФ у 15 детей из 62 
(24%) с БВ. Из них у 10 детей был низкопози-
тивный титр (1/160 – 16%), у 4 детей – умеренно 
позитивный титр (1/320-640 – 6%), у 1 ребенка – 
высокопозитивный титр (1/2560 – 2%). Положи-
тельные результаты АНФ получены у 26 детей из 
28 (93%) с АИГ. Из них у 5 детей был низкопози-
тивный титр (18%), у 10 детей – умеренно пози-
тивный титр (36%), у 11 детей – высокопозитив-
ный титр (1/1280-5120  – 39%). Таким образом, 
получено, что достоверно чаще АНФ выявляет-
ся у детей с АИГ по сравнению с БВ (р < 0,001; 
табл. 1).

Результаты данного исследования свидетель-
ствуют о том, что титры свечения АНФ выше при 
АИГ, чем при БВ, согласуются с данными лите-
ратуры [3, 4]. Сообщения о выявлении аутоанти-
тел при БВ у детей, представленые клинически-
ми случаями, подтверждаются нашими данными, 
полученными на большой выборке [4, 9].

При анализе типов свечения АНФ у детей с БВ 
чаще встречались: гомогенный (33%), грануляр-
ный (27%) и комбинации типов свечения, преи-
мущественно гомогенного и цитоплазматическо-
го (13%) (табл. 1). У детей с АИГ чаще встречались 
комбинации типов свечения, преимущественно 
гомогенного и цитоплазматического (62%), тог-
да как гомогенный и гранулярный типы свечения 
выявлялись в 12% случаев каждый.

Сравнительный анализ типов свечения АНФ у 
детей с БВ и АИГ показал, что при БВ достовер-
но чаще встречаются гомогенный (р < 0,02) тип 
свечения. Однако различные комбинации типов 

свечения достоверно чаще встречаются при АИГ 
(р < 0,001). 

Сопоставление полученных данных о преоб-
ладающих типах свечения АНФ у детей при БВ 
частично согласуется с данными литературы о 
выявлении преимущественно гранулярного типа 
свечения, а также гомогенного и комбинации го-
могенного и цитоплазматического типов свече-
ния [4].

При исследовании специфических аутоанти-
тел с использованием тройного субстрата были 
выявлены положительные результаты у 34 детей 
с БВ (55%) и у 26 детей с АИГ (93%). У детей с БВ 
чаще выявлялись антитела к AMA в 41%, к ASMA 
в 18%, а также к комбинациям типам свечения, 
преимущественно к AMA и ASMA – 26%. У детей 
с АИГ чаще выявлялись антитела к ASMA – 54%, 
к AMA  – 23%, к LKM-1  – 12%. Анализ данных 
показал, что достоверно чаще специфические ау-
тоантитела на тройном субстрате выявляются у 
детей с АИГ (р < 0,001), чем у детей с БВ.

Сравнительный анализ типов свечения спец-
ифических аутоантител на тройном субстрате у 
детей с БВ и АИГ показал, что при БВ достоверно 
чаще выявляются комбинации разных типов све-
чения специфических аутоантител (р  <  0,001), а 
при АИГ достоверно чаще встречаются антитела 
к ASMA (р < 0,001). 

Аутоантитела у детей с БВ выявляются в 55% 
случаев, хотя для них характерны менее низкопо-
зитивные титры свечения, как на клеточной ли-
нии HEp-2, так и на тройном субстрате. Аутоан-
титела у детей с БВ чаще выявляются на тройном 
субстрате, чем на линии HEp-2, в связи с тем, что 
учитываются более низкие титры свечения об-
разца, включая титры 1/20.

Полученные результаты выявления аутоанти-
тел у детей с АИГ и БВ согласуются с данными 
литературы о повышении содержания провос-
палительных Тh17-лимфоцитов, что характерно 
для аутоиммунных заболеваний [4, 5]. 

В настоящий момент продолжается поиск до-
полнительных специфических маркеров для ла-
бораторной диагностики АИГ и других заболе-
ваний печени. Потенциальным маркером может 
являться полиреактивный IgG [12].

Заключение
Таким образом, при обследовании ребенка с 

подозрением на АИГ при выявлении гомоген-
ного типа свечения на клеточной линии HEp-2 
и при комбинации различных типов свечения на 
тройном субстрате нельзя исключать наличие у 
пациентов БВ.
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ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ТИПОВ СВЕЧЕНИЯ У ДЕТЕЙ ПРИ БВ И АИГ

TABLE 1. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE TYPES OF LUMINESCENCE IN CHILDREN WITH WD AND AIH

Типы свечения
Types of glow

БВ (n, %)
WD (n, %)

АИГ (n, %)
AIH (n, %)

Достоверные  
различия, р

Significant difference, р

АНФ на клеточной линии HEp-2
ANF on the HEp-2 cell line

Гомогенный (h)
Homogeneous 5; 33% ±5,9 3; 12% ±6,1 р < 0,02

Гранулярный (sp)
Speckled 4; 27% ±5,6 3; 12% ±6,1 –

Цитоплазматический 
(cytopl)
Cytoplasmic

1; 6,5% ±3,1 – –

Центромерный (centr)
Centromere 1; 6,5% ±3,1 – –

Смешанный
Mixed:
– h + cytopl
– h + sp + cytopl
– nucl + cytopl
– sp + cytopl
– h + sp

4; 27% ±5,6

2; 13% ±4,3
1; 7% ±3,2
1; 7% ±3,2

–
–

20; 76% ±8

16; 62% ±9,2
1; 3,5% ±3,5

–
2; 7% ±4,8

1; 3,5% ±3,5

р < 0,001

Всего
Total 15; 24% ±5,4 26; 93% ±4,8 р < 0,001

Определение специфических аутоантител на тройном субстрате
Determination of specific autoantibodies on a triple substrate

ASMA 6; 18% ±4,9 14; 54% ±9,4 р < 0,001

AMA 14; 41% ±6,2 6; 23% ±8 –

LKM-1 – 3; 12% ±6,1 –

PCA 1; 3% ±2,2 1; 4% ±3,7 –

Смешанный
Mixed:
– AMA + ASMA
– AMA + PCA
– ASMA + PCA
– LKM-1 + PCA
– ASMA + LKM-1

13; 38% ±6,1

9; 26% ±5,6
2; 6% ±3
1; 3% ±2,2
1; 3% ±2,2

–

2; 7% ±4,8

–
–
–
–

2; 7% ±4,8

р < 0,001

Всего
Total 34; 55% ±6,32 26; 93% ±4,8 р < 0,001
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Т-ЛИМФОЦИТЫ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
ПРИ ОЖОГОВОЙ ТРАВМЕ У ДЕТЕЙ РАННЕГО  
ВОЗРАСТА
Костоломова Е.Г., Сахаров С.П., Полянских Е.Д., Лозовая П.Б.
ФГБОУ ВО «Тюменский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Тюмень, Россия

Резюме. Механизмы иммунной защиты начинают подавляться при ожоговых травмах при по-
ражении общей площади поверхности тела от 25%. Обследован 31 больной, получавший лечение в 
ожоговом центре г. Тюмени, из них 19 мальчиков и 12 девочек в возрасте от 1 года до 3 лет, с площа-
дью ожоговых ран II-IIIАБ степени от 7% до 70% поверхности тела. В 100% случаев ожог получен 
горячими жидкостями. Контрольную группу составили 30 условно здоровых детей в возрасте от 1 
года до 3 лет. Венозную кровь получали путем пункции периферической вены и собрали в 2 вакуум-
ные пробирки с К3ЭДТА в первые 24 часа на 7-е и 20-е сутки после получения травмы, что соответ-
ствовало токсической и септикотоксической стадиям ожоговой болезни. Иммунофенотипирование 
проводили методом проточной цитометрии с использованием моноклональных антител CD3, CD4, 
CD8, CD25 и HLA-DR. β2-микроглобулин (β2-m) в сыворотке крови определяли методом ИФА. На-
блюдалось статистически значимое снижение абсолютного количества CD3-положительных клеток 
(p < 0,001) и соотношения CD4/CD8 (p < 0,05) в первые 24 часа по сравнению с контролем. Абсо-
лютное количество клеток CD3+ увеличивалось к 20-му дню заболевания (p < 0,05). Коэкспрессия 
CD25 на Т-лимфоцитах незначительно достоверно увеличивается после ожога. Относительное коли-
чество CD3+HLA-DR+ клеток увеличивается уже после 24 часов, после травмы, тогда как абсолютное 
значение возрастает только через 20 дней (р  <  0,001). Кроме того, была значительная корреляция 
между средними значениями β2-m и значениями экспрессии CD25 (r = 0,58) в первые 24 часа после 
полученной травмы. Значительные отрицательные корреляции были обнаружены между средними 
значениями β2-m и абсолютными количеством CD3+ клеток в после 24 часов и 7 дней заболевания. 
Уровень β2-m в течение всего исследования был значительно выше у пациентов с ожогами, чем у кон-
трольной группы, но без достоверных различий между измерениями через 24 часа, 7 и 20 дней. Полу-
ченные данные свидетельствуют о постоянной активации Т-лимфоцитов в течение двадцати дней по-
сле сильных ожогов. Раннее выделение β2-m связано с активацией лимфоцитов и увеличиванием их 
восприимчивости к апоптозу, что свидетельствует об измененном иммунном ответе и необходимости 
поддерживать иммунную систему пациентов в первые часы после сильных ожогов.

Ключевые слова: ожоговая болезнь, периферическая кровь, Т-лимфоциты, активационные маркеры
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PERIPHERAL BLOOD T LYMPHOCYTES IN BURN INJURY 
IN YOUNG CHILDREN
Kostolomova E.G., Sakharov S.P., Polyanskih E.D., Lozovaya P.B.
Tyumen State Medical University, Tyumen, Russian Federation

Abstract. In our study 31 patients were observed and treated at the burn center of Tyumen city, including 19 
boys and 12 girls, aged 1 year to 3 years, with the area of ​​burn wounds of II-IIIAB degree from 7% to 70% of 
the body surface. Flow cytometry method with monoclonal antibodies CD3, CD4, CD8, CD25 and HLA-DR 
was used for immunophenotyping of blood lymphocytes. β2-microglobulin (β2-MG) was determined in blood 
serum using ELISA technique. The venous blood samples conserved with EDTA were taken and analyzed at 24 
hours, 7 and 20 days after the injury, thus corresponding to toxic and septic/toxic phase of the disease. Results: 
There was a statistically significant decrease in the absolute numbers of CD3-positive cells (p < 0.001) and the 
ratio of CD4/CD8 (p < 0.05) within 24 hours after burn against reference values. The absolute number of CD3+ 
cells was increased by day 20 of the disease (p < 0.05), yet being under control counts. The number of CD25-
expressing T cells did not significantly increase after a burn. Meanwhile, The absolute counts of HLA- DR 
significantly increase after 20 days (p < 0.001). In addition, there was a significant correlation between the 
mean values of β2-MG and the levels of CD25 expressing cells (r = 0.58) in the first 24 hours after the injury. 
Significant negative correlations were found between the average values of β2-MG and the absolute numbers of 
CD3+ and CD4+ cells after 24 hours and 7 days of illness. The average values of β2-m throughout the duration 
of the study were significantly higher in patients with burns than in control group, but without significant 
differences between measurements at 24 hours, 7 or 20 days. The data obtained indicate a constant activation 
of T cells twenty days after severe burns. Early release of β2-MG is associated with activation of lymphocytes 
increasing their susceptibility to apoptosis, thus suggesting an altered immune response and a need to support 
the immune system of patients during first hours after severe burns.

Keywords: burn disease, peripheral blood, T lymphocytes, activation markers

Введение
При ожоговой травме инфекционные ослож-

нения по-прежнему являются важной причи-
ной заболеваемости и смертности. Механизмы 
иммунной защиты начинают подавляться при 
ожоговых травмах при поражении общей площа-
ди поверхности тела от 25%. В научной литера-
туре факт антиген-неспецифической активации 
Т-лимфоцитов активно обсуждается с позиций 
физиологической и иммунопатологической мо-
дуляции активности иммунного ответа  [1,  2,  3]. 
На основании исследований in vitro маркеры 
активации Т-лимфоцитов были классифициро-
ваны как ранние (CD25), поздние (HLADR) в 
зависимости от их экспрессии во времени после 
активации [5]. В связи с этим, логичным является 
выяснение роли активированных Т-лимфоцитов 
в патогенезе ожоговой болезни, предполагается, 
что антигены HLA могут модулировать функцию 
лимфоцитов путем ингибирования через блокаду 
их рецепторов или путем индукции апоптоза, вы-
зывая тем самым послеожоговый иммунодефи-
цит [6]. 

Цель работы – изучить иммунологические по-
казатели, оценить уровень экспрессии активаци-

онных маркеров CD25 и HLA-DR Т-лимфоцитами 
и их связь с β2-микроглобулином (β2-m) у детей 
раннего возраста с ожоговой болезнью. 

Материалы и методы
Были обследованы 31 больной, лечившийся 

в ожоговом центре г. Тюмени, из них 19 мальчи-
ков и 12 девочек в возрасте от 1 года до 3 лет, с 
площадью ожоговых ран II-IIIАБ степени от 7% 
до 70% поверхности тела. В 100% случаев ожог 
получен горячими жидкостями. Венозную кровь 
получали путем пункции периферической вены 
и собрали в 2 вакуумные пробирки с К3ЭДТА в 
первые 24 часа на 7-е и 20-е сутки после полу-
чения травмы, что соответствовало токсической 
и септикотоксической стадиям ожоговой болез-
ни. Контрольную группу составили 30 услов-
но здоровых детей в возрасте от 1 года до 3 лет. 
Все исследования выполнены в соответствии с 
этическими нормами Хельсинкской деклара-
ции (2013). Общий анализ крови выполняли с 
использованием автоматического анализатора 
Mindray ВС 5500 (Китай). Подготовку образцов 
периферической крови и настройку проточного 
цитофлуориметра проводили с учетом рекомен-
даций Хайдукова с соавторами [4]. Анализ субпо-
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пуляционного состава проводили методом мно-
гоцветной проточной цитометрии на приборе 
Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США) с при-
менением программного обеспечения CXP 2.0. 
Для окрашивания клеток цельной крови исполь-
зовали моноклональные антитела CD4, CD8, 
CD3, CD25, HLA-DR (Beckman Coulter, США). 
Лизис эритроцитов проводили с использовани-
ем лизирующего раствора VersaLyze (Beckman 
Coulter, США). Обнаружение β2-m проводили с 
использованием набора для иммуноферментного 
анализа (ORGENTEC Diagnostika, США). Реги-
страцию результатов проводили на фотометре 
Multiskan (Labsistem, Финляндия). 

Статистическую обработку проводили при 
помощи программного обеспечения Statistica 
10.0 (StatSoft, США). Сравнительные исследова-
ния проводились с использованием t-критерия 
Стьюдента. Корреляции между количественны-
ми переменными были выполнены с использова-
нием корреляции Пирсона. 

Результаты и обсуждение
При анализе субпопуляционого состава 

Т-лимфоцитов у детей раннего возраста с ожо-
говой болезнью наблюдалось статистически 
значимое снижение относительного (40,7±7,0 и 
66,8±6,3 соответственно (р < 0,05)) и абсолютного 
(5,8±1,3 и 19,5±1,2 соответственно (р < 0,001)) ко-
личества CD3+ клеток и соотношения CD4/ CD8 
(р < 0,05) в первые 24 часа по сравнению с кон-
трольной группой. Абсолютное и относительное 
количество CD3+ клеток увеличивалось к 20-му 
дню заболевания (58,5±5,1 и 66,8±6,3 соответ-
ственно) и абсолютного (12,3±3,9 и 19,5±1,2 со-
ответственно (p  <  0,05)), но все еще оставалось 
меньше контрольных цифр. Однако соотноше-
ние CD4/CD8, достоверно снижаясь в первые 24 
часа, в последующем не отличалось от показа-
телей контрольной группы на протяжении всего 
периода исследования.

Относительное количество CD25 позитив-
ных Т-лимфоцитов после ожога увеличивалось 
только к 20-му дню заболевания (12,7±4,1 и 
5,3±2,5соответственно (р  <  0,001)). Однако ко-
экспрессия позднего активационного маркера 
HLA-DR на Т-лимфоцитах обнаруживалась уже 
через 24 часа после полученной травмы (7,3±1,7 
и 3,1±1,2 в контрольной группе (р  <  0,05)). Ко-
личество CD3+ HLA-DR+ лимфоцитов последо-
вательно достоверно возрастало на 7-й (р < 0,01) 
и 20 (р < 0,001) день заболевания. Абсолютное ко-
личество CD25+T-клеток у пациентов с ожогами 
было ниже (р < 0,05), чем в контрольной группе 
в течение всего периода исследования, тогда как 
количество HLA-DR+T-лимфоцитов достовер-
но увеличилось на 20-й день после полученной 

травмы (р  <  0,05) по сравнению с контролем. 
Средние значения β2-m в течение всей продол-
жительности исследования были значительно 
выше у пациентов с ожогами, чем у контрольной 
группы (2,8±1,3 мг/л; 2,9±0,7 мг/л; 3,3±1,2 мг/л 
и 0,7±0,1  мг/л соответственно (р  <  0,001)), но 
без существенных различий между измерениями 
через 24 часа, 7 или 20 дней. Значительные отри-
цательные корреляции были обнаружены между 
β2-m и абсолютными значениям CD3+ клеток че-
рез 24 часа (r = -0,71) и через 7 дней (r = -0,63) 
после начала заболевания. Кроме того, была зна-
чительная положительная корреляция между по-
казателями средних значений β2-m и значений 
экспрессии CD25 (r  =  0,58) через 24 часа после 
ожога. 

Иммунодефицит после ожоговой травмы мо-
жет быть вызван значительным уменьшением 
абсолютного количества CD3+ и снижением им-
мунорегуляторного индекса CD4/CD8 на первой 
неделей после ожога, что объясняет и присоеди-
нение бактериальной коинфекции, и увеличение 
числа случаев сепсиса. Ожоговый токсин, харак-
теризующийся как полимеризованный комплекс 
липидных белков клеточной мембраны, воз-
можно, ингибирует пролиферацию нормальных 
Т-лимфоцитов в ответ на стимуляцию. Обширная 
деструкция тканей по механизму некроза может 
быть одной из причин повышения уровня β2m в 
сыворотке крови, что приводит к значительному 
уменьшению количества лимфоцитов. Увеличе-
ние β2-m в крови пациентов с ожоговой травмой 
может быть следствием активации клеток, уча-
ствующих в компенсаторных механизмах после 
ожоговой травмы, таких как повышение экспрес-
сии HLA-DR на Т-лимфоцитах уже через 24 часа. 
Значительная положительная корреляция между 
показателями β2-m и экспрессией CD25 через 24 
часа позволяет предположить, что синтез β2-m в 
первые дни заболевания вызывает гибель CD4+ 
лимфоцитов, что подтверждается достоверным 
снижением соотношения CD4/ CD8 в первые 24 
часа. Значительная отрицательная корреляция 
между β2-m и абсолютными значениям CD3+ 
лимфоцитов через 24 часа и через 7 дней после 
полученной термической травмы говорит о воз-
можности β2-m ингибировать функцию Т-клеток 
за счет блокады рецепторов или индукции апоп-
тоза.

Выводы
Нарушение функций Т-лимфоцитов, регу-

лирующих иммунный ответ, и их гибель может 
являться важным следствием системной имму-
носупрессии при ожоговой болезни. Получен-
ные данные свидетельствуют о постоянной ак-
тивации Т-лимфоцитов через две недели после 
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сильных ожогов, тогда как раннее выделение 
β2-m усиливает активацию лимфоцитов, увели-
чивая их восприимчивость к апоптозу, что сви-
детельствует об измененном иммунном ответе. 
Результаты исследования позволяют предполо-
жить, что поддержка иммунной системы гораз-
до важнее в первые часы после ожоговой трав-

мы. Контроль за иммунологическим состоянием 
пациентов наряду со специфической антими-
кробной терапией, а также гемодинамическим 
и электролитным балансом позволит избежать 
бактериальной коинфекции с ожидаемым более 
быстрым заживлением ран или успешной транс-
плантацией кожи. 
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РЕКОНСТРУКТИВНОЕ ИММУНОМОДУЛИРОВАНИЕ  
ПОД ВЛИЯНИЕМ ТИМИЧЕСКОГО ГЕКСАПЕПТИДА 
КОЛИЧЕСТВА И ФЕНОТИПА СУБПОПУЛЯЦИЙ 
CD16+CD62L+CD11b+CD63- И CD16+CD62L+CD11b+CD63+ 
НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ У ДЕТЕЙ С ОСТРЫМИ 
ДЕСТРУКТИВНЫМИ ПНЕВМОНИЯМИ АССОЦИИРОВАНО 
С ПОЗИТИВНОЙ КЛИНИЧЕСКОЙ ЭФФЕКТИВНОСТЬЮ
Нестерова И.В.1, 2, Чудилова Г.А.1, Сафонцева А.Д.1, Чапурина В.Н.1, 
Лягуша Д.Э.3, Барова Н.К.1, 3

1 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов имени Патриса Лумумбы», Москва, Россия  
3 ГБУЗ «Детская краевая клиническая больница», г. Краснодар, Россия

Резюме. Дисфункции нейтрофильных гранулоцитов (НГ) являются решающими фактора-
ми в развитии и прогрессировании нетипично протекающих гнойно-воспалительных заболева-
ний, в том числе острой деструктивной пневмонии (ОДП) у детей. Включение в комплексное ле-
чение иммунокорригирующей терапии, способствующей восстановлению функций НГ, является 
перспективным. Цель  – на базе уточнения особенностей дефектного функционирования НГ, свя-
занных с изменением соотношения и фенотипа субпопуляций CD16+CD62L+CD11b+CD63-НГ и 
CD16+CD62L+CD11b+CD63+НГ детей с ОДП, оценить клинико-иммунологическую эффективность 
применения в комплексном послеоперационном лечении иммуномодулирующей терапии с ис-
пользованием фармпрепарата, действующей субстанцией которого является синтетический тими-
ческий гексапептид. Исследованы дети 2-4 лет: с диагнозом ОДП (n  =  21)  – группа исследования 
(ГИ) до комплексного лечения и группа после лечения (ГИ1) с включением гексапептида (фпГП), 
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20 условно здоровых детей  – группа сравнения (ГС), 20 детей с ОДП  – архивная группа сравне-
ния (аГС). Функции НГ оценивали по содержанию субпопуляций CD16+CD62L+CD11b+CD63- и 
CD16+CD62L+CD11b+CD63+ (FC500, Beckman Coulter, США), показателям, характеризующим фаго-
цитоз (%ФАН, ФЧ, ФИ, %П, ИП), активность NADPH-оксидаз (%ФПК, СЦИ) в NBT-тесте. Установ-
лено, что при ОДП у иммунокомпрометированных детей происходит трансформация фенотипа физи-
ологической субпопуляции на СD16dimСD62LdimCD11bbrightCD63- НГ с неполноценными иммунными 
свойствами, увеличение в 3 раза содержания НГ-субпопуляции с гиперактивированным фенотипом  
СD16brightСD62LbrightCD11bbrightCD63bright (p < 0,05), дефектом фагоцитарной функции, но повышением 
оксидазной активности (p1, 2 < 0,05). После комплексного лечения с включением фпГП отмечалась 
нормализация эффекторных функций НГ, ассоциированная с ремоделированием фенотипов и вос-
становлением соотношения субпопуляций. Выявлена позитивная клиническая динамика относи-
тельно аГС, получавших традиционное лечение: высокая величина эффекта снижения длительности 
лихорадки (|δ| = 0,98), дыхательной недостаточности (|δ| = 0,99), более быстрая регрессия плевраль-
ного выпота (|δ| = 0,96) и раннее удаление дренажей (|δ| = 1,00). Полученные результаты свидетель-
ствуют о выраженной позитивной клинико-иммунологической эффективности применения фпГП в 
комплексном лечении детей с ОДП.

Ключевые слова: дети, острая деструктивная пневмония, гексапептид, нейтрофильные гранулоциты, субпопуляции, 
эффекторные функции, иммунотерапия

RECONSTRUCTIVE IMMUNOMODULATION UNDER 
THE INFLUENCE OF THYMIC HEXAPEPTIDE OF NUMBER 
AND PHENOTYPE OF SUBSETS CD16+CD62L+CD11b+CD63- 
AND CD16+CD62L+CD11b+CD63+ OF NEUTROPHILIC 
GRANULOCYTES IN CHILDREN WITH ACUTE DESTRUCTIVE 
PNEUMONIA, IS ASSOCIATED WITH POSITIVE CLINICAL 
EFFICACY
Nesterova I.V.a, b, Chudilova G.A.a, Safontseva A.D.a, Chapurina V.N.a, 
Lyagusha D.E.c, Barova N.K.a, c

a Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation  
b P. Lumumba Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation  
c Children’s Regional Clinical Hospital, Krasnodar, Russian Federation

Abstract. Dysfunction of neutrophilic granulocytes (NG) is a decisive factor in the development and 
progression of atypical purulent-inflammatory diseases, including acute destructive pneumonia (ADP) 
in children. A promising approach is to include immunocorrective therapy in complex treatment, thus 
promoting recovery of NG functions. The objective of this study was to assess the features of defective NG 
functioning associated with changes in relative contents and phenotype of CD16+CD62L+CD11b+CD63- and 
CD16+CD62L+CD11b+CD63+ neutrophil subsets in children with ADP, to evaluate clinical and immunological 
effectiveness of immunomodulatory therapy in complex postoperative treatment using a pharmaceutical drug 
with a synthetic thymic hexapeptide (pdHP) being the active substance. The study included 21 children aged 
2-4 years: with a diagnosis of ADP (study group, SG) before complex treatment, and a group after treatment 
with hexapeptide (SG1). The comparison group included 20 conditionally healthy children (CG), Twenty 
children treated for ADP comprised the archival comparison group (aCG). The functions of NG were assessed 
by the content of CD16+CD62L+CD11b+CD63- and CD16+CD62L+CD11b+CD63+ subsets using FC500 
(Beckman Coulter) device. We also determined indices characterizing phagocytosis (%PAN, PN, PI, %D, 
ID), NADPH oxidase activity (%PPC, MCI) in the NBT test. We have found a phenotypic transformation 
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of physiological subset to CD16dimCD62LdimCD11bbrightCD63- NG with defective immune properties, a 3-fold 
increase in the content of NG subset with hyperactivated phenotype CD16brightCD62LbrightCD11bbrightCD63bright 
(p < 0.05), a defect in phagocytic function, but increased oxidase activity (p1, 2 < 0.05) in immunocompromised 
children with ADP. After complex treatment with the inclusion of hexapeptide, we observed normalization 
of NG effector functions associated with phenotype remodeling and restoration of the subpopulation ratio. 
Positive clinical dynamics was revealed when compared with aCG children receiving conventional therapy, 
i.e., a significant reduction in fever duration (|δ| = 0.98), respiratory failure (|δ| = 0.99), more rapid regression 
of pleural effusion (|δ|  =  0.96) and early removal of drainages (|δ|  =  1.00). The obtained results indicate a 
pronounced positive clinical and immunological efficiency of pdHP usage in complex treatment of children 
with ADP.

Keywords: children, acute destructive pneumonia, hexapeptide, neutrophilic granulocytes, subsets, effector functions, immunotherapy

Работа выполнена в рамках государственного 
задания (проект тематик научных исследований 
№ 1024021500107-5 от 15.02.2024).

Введение
В настоящее время результаты многочислен-

ных исследований, составляют большую базу 
новых убедительных данных, подтверждающих 
важную роль мультивариантных дефектов, функ-
ционирующих нейтрофильных гранулоцитов 
(НГ) в иммунопатогенезе нетипично протекаю-
щих инфекционно-воспалительных, в том числе 
гнойно-воспалительных заболеваний (ГВЗ)  [1]. 
НГ проявляют мощные антимикробные функ-
ции, включая фагоцитоз, продукцию активных 
форм кислорода, формирование нейтрофильных 
внеклеточных ловушек (NET). Признано, что НГ 
являются транскрипционно активными сложны-
ми клетками, которые продуцируют цитокины, 
модулируют активность других соседних клеток 
и способствуют разрешению воспаления  [5, 11]. 
Множество функциональных реакций НГ ин-
дуцируется активацией транскрипции и изме-
нениями плотности экспрессии поверхностных 
молекул, в частности CD11b, CD16, CD32, CD64, 
CD62L-молекул и повышением или снижением 
активности [9, 14].

Современные методы проточной цитометрии 
позволяют оценить плотность экспрессии по-
верхностных мембранных рецепторов, зареги-
стрировать поляризацию фенотипа в определен-
ную субпопуляцию НГ в ответ на индуцирующие 
сигналы при ГВЗ и определить взаимосвязь с 
эффекторным функциональным потенциалом 
НГ  [5]. Различные субпопуляции НГ способны 
оказывать как позитивное влияние на течение 
инфекционно-воспалительного процесса – спо-
собствовать его регрессии, так и обладать нега-
тивным супрессирующим влиянием на иммун-
ную систему (ИС), что приводит к утяжелению 
гнойно-воспалительных процессов или к воз-
никновению рецидивирующих нетипично про-
текающих ГВЗ, не поддающихся традиционному 

лечению, предусмотренному клиническими ре-
комендациями [6, 13].

Внебольничная пневмония является одной 
из ведущих тяжелых инфекций у детей, особен-
но среди детей в возрасте до пяти лет, вызывая 
в глобальном масштабе 14% летальных исходов 
в этой возрастной группе [12]. Легочные, легоч-
но-плевральные и системные осложнения разви-
ваются у 7-10% заболевших [7]. Острая деструк-
тивная пневмония (ОДП)  – наиболее тяжелое 
заболеваний у детей, характеризуется некрозом с 
последующим гнойным расплавлением легочной 
ткани. Основными возбудителями, ассоцииро-
ванными с деструкцией легких у детей, считают-
ся S. pneumoniae, S. aureus, нередко MRSA [2, 7]. 
Несмотря на совершенствование методов диа-
гностики и возможности использования анти-
биотиков широкого спектра действия на старте 
терапии и различных хирургических пособий, ча-
стота гнойно-деструктивных осложнений остает-
ся высокой [2].

Дефекты функционирования иммунной систем 
(ИС) и, в первую очередь, НГ являются неоспо-
римым фактором развития, тяжести течения, рас-
пространенности гнойно-воспалительного про
цесса [6]. Оперативные вмешательства, стресс, 
воздействие высокоинтенсивной антибиотико
терапии у детей с ОДП, в свою очередь, приво-
дят к усугублению имеющихся дисфункций ИС и 
иммунопатологических состояний [3, 8].

Несмотря на значительный опыт как отече-
ственных, так и зарубежных исследователей в 
применении различных методов лечения ОДП, 
на сегодняшний день отсутствует единый кон-
сенсус по ведению детей с этим заболеванием. 
Особая актуальность принадлежит методологии 
междисциплинарного, патогенетически обо-
снованного подхода в комплексной терапии, со-
единяющий хирургические и консервативные 
методы лечения, направленные на устранение 
инфекционного агента, удаление токсических 
веществ, купированию дыхательных нарушений, 
а также восстановлению нормального функцио-
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нирования ИС. Перспективным направлением в 
решении этих задач является внедрение иммуно
корригирующей терапии в комплекс лечебных 
мероприятий [8]. 

Цель исследования – на базе уточнения особен-
ностей дефектного функционирования НГ, свя-
занных с изменением соотношения и фенотипа 
субпопуляций CD16+CD62L+CD11b+CD63-НГ и 
CD16+CD62L+CD11b+CD63+НГ детей с острыми  
деструктивными пневмониями, оценить кли
нико-иммунологическую эффективность при
менения в комплексном послеоперационном 
лечении иммуномодулирующей терапии с ис
пользованием фармпрепарата, действующей суб
станцией которого является синтетический ти-
мический гексапептид.

Материалы и методы
В группу исследования вошли дети 2-4 лет: с 

диагнозом ОДП (n  =  21, 11 мальчиков и 10 де-
вочек)  – группа исследования (ГИ), 20 условно 
здоровых детей (10 мальчиков и 10 девочек)  – 
группа сравнения (ГС). «Критерии включения 
в ГИ: клинические признаки вторичного имму-
нодефицита (острые респираторные вирусные 
инфекции более 10 раз в год, длительностью бо-
лее 2 недель, которые часто осложнялись присо-
единением острой или обострением хронической 
бактериальной инфекции респираторного тракта 
и ЛОР-органов); снижение чувствительности к 
стандартной антибактериальной терапии». Ис-
следование получило одобрение локального эти-
ческого комитета ФГБОУ ВО «КубГМУ» Мини-
стерства здравоохранения России. 

Для подтверждения клинической эффектив-
ности применения фармацевтического препа-
рата гексапептид в комплексной терапии детей 
с ОДП были проанализированы данные ретро-
спективного исследования показателей детей, 
получавших традиционное лечение  – архивная 
группа для сравнения (n = 20, аГС). 

Детям ГИ с ОДП с 1-х суток послеоперацион-
ного периода в комплексную терапию был вклю-
чен фармпрепарат «Имунофан», с действующим 
веществом  –  аргинил-альфа-аспартил-лизил-
валил-тирозил-аргинин диацетат (гексапептид, 
фпГП). Препарат разрешен для использования у 
детей с 2 лет в комплексной терапии вторичных 
иммунодефицитных и токсических состояний. 
Применение фармпрепарата основывается на 
признанных и подтвержденных эффектах имму-
норегуляции, включая влияние на количество и 
активность НГ, Т-лимфоцитов, а также уровень 
иммуноглобулинов  [15]. Также следует отметить 
его детоксикационные и гепатопротективные 
свойства, а также способность к инактивации 

свободнорадикальных и перекисных соедине-
ний [4].

Оценка эффективности иммунотропной терапии  
фпГП до (ГИ) и после лечения (ГИ1) осуществля-
лась детекцией содержания НГ 2 субпопуляций, 
определяющих процессы активации микроби-
цидных функций: CD16+CD62L+CD11b+CD63- и 
CD16+CD62L+CD11b+CD63+, плотности экс-
прессии (MFI) поверхностных мембранных ре-
цепторов CD16 (FcγRIII), CD62L (L-селектин), 
CD11b (Mac-1, CR3A, CD63 (тетраспанин-3) 
(Cytometer FC 500, Beckman Coulter, США). 
Функции НГ тестировали по показателям фаго-
цитоза: %ФАН – доля активно фагоцитирующих 
НГ, ФЧ, ФИ отражающие способность захвата 
S. аureus, завершенность фагоцитоза – %П, ИП). 
В NBT-тесте (спонтанном и стимулированном 
S.  aureus) определяли NADPH-оксидазную ак-
тивность, по доле формазан-позитивных клеток 
(%ФПК) и среднему цитохимическому индексу 
(СЦИ). 

Статистическая обработка проведена в про-
грамме IBM SPSS Statistic 20. Нормальность рас-
пределения данных в исследуемых выборочных 
совокупностях определена по критерию Ша-
пиро–Уилка. Различия между независимыми 
выборками устанавливались по непараметри-
ческому критерию Манна–Уитни. Результаты 
представлены медианой и квартильным диапа-
зоном (Ме (Q0,25-Q0,75)). Статистически значимы-
ми определены различия при p < 0,05. Для кор-
ректировки значения p с учетом множественных 
сравнений применялась поправка Холма–Бон-
феррони. Для определения размера эффекта рас-
считывалось значение дельты Клиффа.

Результаты и обсуждение
Анализ иммунологических показателей детей 

ГИ выявил повышение общего количества лей-
коцитов до 13,3 (9,9-16,0)  ×  109/л относительно 
6,3 (5,7-7,0)  ×  109/л в ГС (р  <  0,05), увеличение 
количества НГ до 56,0 (49,0-66,0) % и доли палоч-
коядерных форм (ПЯЛ) – 7,5 (4,0-9,5) %, относи-
тельно 44,3 (39,9-47,3) %, ПЯЛ – 2,0 (1,0-3,0) % в 
ГС (р1, 2 < 0,05). 

Фенотипирование в ПК НГ детей ГС 
и ГИ выявило две субпопуляций НГ  –  
CD16+CD62L+CD11b+CD63- и CD16+CD62L+CD11b+CD63+  
характеризующиеся разным уровнем экспрессии 
рецепторов по MFI.

Так, в ГС доля субпопуляции 
CD16+CD62L+CD11b+CD63-НГ составила 94,9 
(93,5-96,8)  %, а CD16+CD62L+CD11b+CD63+  – 
3,5 (1,5-4,5)  %. Данные субпопуляции имели 
схожую плотность экспрессии СD16 и CD11b 
рецепторов (р1, 2  >  0,05). Тем не менее субпопу-
ляция CD16+CD62L+CD11b+CD63+, экспресси-
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ТАБЛИЦА 1. СООТНОШЕНИЕ И ФЕНОТИП СУБПОПУЛЯЦИЙ СD16+СD62L+CD11b+CD63- И СD16+СD62L+CD11b+CD63+ 
НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ ДЕТЕЙ С ОСТРОЙ ДЕСТРУКТИВНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ ДО И ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ, 
Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. RATIO AND PHENOTYPE OF CD16+CD62L+CD11b+CD63- AND СD16+СD62L+CD11b+C63+ NEUTROPHIL 
GRANULOCYTES SUBSETS IN CHILDREN WITH ACUTE DESTRUCTIVE PNEUMONIA BEFORE AND AFTER TREATMENT, 
Me (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Indicators

Группа сравнения
Comparison group

Группа исследования 
до лечения,

(ГИ)
Study group

before treatment
(SG)

Группа исследования
после лечения, 

(ГИ1)
Study group

after treatment
(SG1)

СD16+СD62L+CD11b+CD63-НГ
СD16+СD62L+CD11b+CD63-NG

CD16brightСD62LbrightCD11bmidCD63- СD16dimСD62LdimCD11bbrightCD63- CD16brightСD62LbrightCD11bmidCD63-

НГ, %
NG, %

94,9
(93,5-96,8)

88,6
(83,5-91,0)*

94,2
(93,4-97,7)^

MFI СD16 129,5
(115,7-131,7)

83,4
(63,2-104,0) *

120
(91,7-193,0)

MFI CD62L 7,1
(6,4-9,3)

5,8
(4,5-6,2)*

11,4
(7,7-19,8)^

MFI CD11b 16,4
(9,6-20,9)

25,6
(21,6-34,7)*

26,5
(15,2-32,3)

СD16+СD62L+CD11b+CD63+НГ
СD16+СD62L+CD11b+CD63+NG

СD16brightСD62LbrightCD11bmidCD63dim СD16brightСD62LbrightCD11bbrightCD63bright СD16brightСD62LbrightCD11bbrightCD63dim

НГ, %
NG, %

3,5
(1,5-4,5)

11,7
(6,6-14,6)*

3,1
(2,0-4,3)^

MFI СD16 127,0
(112,7-130,0)

124,5
(65,5-153,2)

104,9
(47,5-175,8)

MFI CD62L 4,5
(3,5-6,8)

7,5
(7,3-11,0)*

6,7
(6,8-17,4)

MFI CD11b 15,4
(14,9-15,9)

26,5
(16,6-32,8)*

24,6
(17,7-35,2)*

MFI CD63 2,2
(1,7-3,2)

3,6
(3,4-4,9)*

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

Примечание. * – различия показателей ГИ и ГИ1 относительно ГС, p < 0,05; ^ – различия между показателями ГИ и ГИ1, 
p < 0,05.

Note. *,  differences in indicators of the study groups with acute destructive pneumonia relativity from the indicators of conditionally 
healthy children, p < 0.05; ^, differences between study groups, p < 0.05.

рующая CD63 с плотностью по MFI 2,2 (1,7-3,2) 
характеризовалась более низким уровнем мо-
лекул CD62L  – 4,5 (3,5-6,8) против 7,1 (6,4-9,3) 
(р > 0,05) (табл. 1).

В ГИ при ОДП отмечено сниже-
ние в ПК количества НГ субпопуляции 
СD16+СD62L+CD11b+CD63- до 88,6 (83,5-
91,0) % (р  <  0,05) относительно ГС и измене-
ние их фенотипа: уменьшение плотности экс-
прессии CD16  – 83,4 (63,2-104,0) (р  <  0,05) 

и CD62L до 5,8 (4,5-6,2) (р  <  0,05) и повы-
шение MFI CD11b (р  <  0,05) относительно 
ГС. Такая трансформация фенотипа НГ из  
CD16brightСD62LbrightCD11bmidCD63-НГ, который 
характерен для функционально-зрелых клеток 
на СD16dimСD62LdimCD11bbrightCD63-, описан-
ный в литературе для НГ с неполноценными 
иммунными свойствами  [9, 10]. Помимо этого, 
установлено, что содержание НГ субпопуляции 
СD16+СD62L+CD11b+CD63+ увеличилось в 3 
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Рисунок 1. Программа комплексной терапии в лечении детей 2-4 лет с острыми деструктивными пневмониями
Figure 1. Complex therapy program for the treatment of children 2-4 years old with acute destructive pneumonia

Дети с ОДП  
2-4 лет

Children with 
ADP 2-4 years 

old

• �эмпирическая антибактериальная терапия в зависимости 
от чувствительности возбудителя / empirical antibacterial 
therapy depending on the sensitivity of the pathogen

• �инфузионная терапия / infusion therapy
• �дезинтоксикационная терапия / detoxification therapy
• �бронхомуколитическая терапия / bronchomucolytic therapy
• �антикоагулянтная терапия / anticoagulant therapy
• �антиагрегантная терапия / antiplatelet therapy
• �противогрибковая терапия / antifungal therapy
• �симптоматическая терапия / symptomatic therapy

• �фпГП 45 мг/мл 1 мл внутримышечно ежедневно 
5 инъекций, далее через каждые 48 часов – 3 инъекции. 
Сумарная доза 360 мкг / pdHP 45 mg/mL 1 mL 
intramuscularly daily for 5 injections, followed by 3 injections 
every 48 hours. The total dose is 360 mcg

раза относительно ГС (р  <  0,05). Субпопуляции 
характеризоваиась активированным феноти-
пом – СD16brightСD62LbrightCD11bbrightCD63bright, что 
связано с повышенной плотностью экспрессии 
рецепторов – CD11b (в 1,7 раза, р < 0,05) и CD63 
(в 1,6 раза, р < 0,05). 

Изменение содержания, а также перераспре-
деление соотношения исследуемых субпопуля-
ций НГ и изменение их фенотипов сопровожда-
лось снижением их фагоцитарной активности. 
Было установлено неадекватное для тяжелого 
воспалительного процесса при ОДП повышение 
%ФАН до 59,0 (50,0-64,0) % относительно пока-
зателей в ГС (55,8 (54,8-58,8) %, р  >  0,05), сни-
жение значений ФЧ – 2,8 (2,6-2,9) относительно 
4,0 (3,7-4,3) (р < 0,05) и ФИ 1,8 (1,4-1,9) относи-
тельно 2,5 (1,8-3,3) в ГС (р > 0,05), отражающих 
процессы захвата, а также переваривающей спо-
собности: %П  – 44,2 (39,4-49,0) % относитель-
но 60,0 (57,9-62,9) % и ИП – 0,8 (0,6-0,9) отно-
сительно 1,3 (1,2-1,4) в ГС (p1, 2 < 0,05). Вместе с 
тем в ГИ регистрировалось повышение NADPH-
оксидазной активности как в NBT спонтанном, 
так и в NBT стимулированном тесте (%ФПКсп – 
6,0 (5,5-14,0) % относительно 3,5 (3,0-4,0) % в ГС, 
СЦИсп – 0,15 (0,1-0,3) относительно 0,07 (0,01-
0,08) в ГС; р1, 2 < 0,05); %ФПКст – 15,5 (7,0-19,9) 
% относительно 4,5 (4,0-8,0) % в ГС, СЦИст  – 
0,6 (0,22-1,0) относительно 0,17 (0,1- 0,2) в ГС) 
(р1 < 0,05, р2 > 0,05).

Учитывая установленные дефекты НГ, касаю-
щиеся изменений фенотипа исследуемых субпо-
пуляций, а также их количественного содержания 
и соотношения, сопровождающиеся снижением 
миграции НГ в очаг воспаления, адгезивных и 
фагоцитарных функций и, напротив, усилени-
ем активации NADPH-оксидазной активности, 
была предложена программа иммуномодулирую-
щей терапии с включением фпГП (рис. 1). 

В до- и послеоперационный период детям с 
ОДП назначалось комплексное лечение, которое 
обязательно включало эмпирическую антибакте-
риальную терапию на начальном этапе, с даль-
нейшей корректировкой курса в соответствии с 
чувствительностью определенного возбудителя, 
объемную сопроводительную поддержку (рис. 1).

После лечения (ГИ1) выявлено уве-
личение содержания НГ субпопуляции 
СD16+СD62L+CD11b+CD63- до 94,2 (93,4- 97,7) 
% относительно 88,6 (83,5-91,0) до лечения 
(р  <  0,05). В данной субпопуляции наблюда-
лось увеличение плотности экспрессии CD16 и 
CD62L (р1, 2 < 0,05) до значений ГС и снижение 
MFI CD11b (р > 0,05) (табл. 1), что отражает фе-
нотип  – CD16brightСD62LbrightCD11bmidCD63-НГ. 
Кроме того, наблюдалось снижение уровня НГ 
субпопуляции СD16+СD62L+CD11b+CD63+ в 3,8 
раза по сравнению с показателями до начала ле-
чения (р < 0,05), а также изменение фенотипа на 
СD16brightСD62LbrightCD11bbrightCD63dim. В данной 
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субпопуляции выявлено снижение MFI молекул 
CD63 до показателей ГС (р1, 2 < 0,05), в то время 
как MFI рецепторов СD62L и CD11b сохраня-
лись на значениях, предшествующих лечению. 
Выявленная реконструкция рецепторного аппа-
рата НГ способствовала восстановлению эффек-
торного функционального потенциала НГ. 

В ГИ1 в результате проведенной иммунотера-
пии отмечалось повышение фагоцитарной и ми-
кробицидной активности НГ. Отмечено повыше-
ние киллинговой и переваривающей активности 
НГ: %П  – 55,3 (50,8-54,7) % относительно 44,2 
(39,4-49,0) % до лечения и ИП 1,3 (1,0-1,2) от-
носительно 0,8 (0,6-0,9) до лечения (p1, 2 < 0,05), 
усиление процессов захвата ФЧ  – 3,1 (3,0-3,7) 
(р < 0,05); ФИ – 2,0 (1,7-2,3) (р > 0,05) в сравне-
нии с данными до лечения, при не меняющемся 
%ФАН (р  >  0,05). Кроме того, происходит вос-
становление баланса NADPH-оксидаз в спон-
танном и стимулированном NBT-тесте. Отмеча-
лось снижение показателей %ФПКсп и СЦИ сп 
(р1, 2 < 0,05) до значений ГС, %ФПКст и СЦИст 
(р1, 2 > 0,05), до уровня, свидетельствующего о со-
хранении резервного микробицидного потенци-
ала КМ – 4,1 (4,05-5,3).

Позитивные изменения иммунологических 
показателей, характеризующих восстановление 
функционирования НГ, сопровождались выра-
женными клиническими эффектами.

Анализ эффективности использования имму-
номодулирующей терапии фпГП в комплексном 
лечении детей 2-4 лет с ОДП выявил значимые 
положительные эффекты. Так, в группе пациен-
тов, получавших в комплексной терапии фпГП, 
было выявлено статистически значимое сниже-
ние длительности лихорадки (p  =  0,00000591, 
|δ|  =  0,98 (ДИ: 0,96-1,00)), дыхательной недо-
статочности (p  =  0,00000572, |δ|  =  0,99 (ДИ: 
0,97-1,00)), наличия гнойного плеврального вы-
пота (p  =  0,00000591, |δ|  =  0,96 (ДИ: 0,91-1,00)) 
и дренирования (p  =  0,00000591, |δ|  =  1,00 (ДИ: 
1,00- 1,00)) относительно группы пациентов, 
получавших стандартное лечение, что свиде-
тельствует о выраженной клинической эффек-
тивности использования фпГП в комплексном 
лечении в послеоперационном периоде (рис. 2).

На основе обобщения и анализа полученных 
данных было установлено наличие статистиче-
ски значимых положительных клинико-имму-
нологических эффектов, ассоциированных с 
включением фармпрепарата гексапептида в про-
грамму комплексной терапии детей с ОДП, что 
подтверждает целесообразность данного подхо-
да.

Выводы
1.	 В результате исследования у де-

тей с ОДП выделены две субпопуля-

Рисунок 2. Клиническая эффективность иммуномодулирующей терапии у детей 2-4 лет с острой деструктивной 
пневмонией
Figure 2. Clinical efficacy of immunomodulatory therapy in children aged 2-4 years with acute destructive pneumonia
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ции НГ: CD16+CD62L+CD11b+CD63- и 
CD16+CD62L+CD11b+CD63+.

2.	 Выявлена трансформация фенотипа НГ, 
характеризующего зрелые функционально-полно-
ценные клетки, CD16brightСD62LbrightCD11bmidCD63-  
на СD16dimСD62LdimCD11bbrightCD63-, которая об-
ладает неполноценными иммунными свойствами, 
а также показано значительное увеличение содер-
жания гиперактивированной субпопуляции НГ с 
фенотипом CD16brightCD62LbrightCD11bbrightCD63dim,  
обладающей высоким цитотоксическим и про-
теолитическим потенциалом и способностью по-
вреждать ткани при ОДП.

3.	 Определение повышенного уровня гипе-
рактивированной субпопуляции НГ в перифе-
рической крови детей с ОДП, имеющих фенотип 
CD16brightCD62LbrightCD11bbrightCD63dim c высоким 
цитотоксическим и протеолитическим потен-
циалом и способностью повреждать легочную 
ткань, имеет важное значение, поскольку сопря-
жено с тяжестью гнойно-воспалительного про-
цесса.

4.	 Включение иммунотропной терапии пре-
паратом «Имунофан» демонстрирует эффект 
реконструктивного иммуномодулирования изу
чаемых субпопуляций НГ: повышение количе-
ства и нормализацию фенотипа субпопуляции  
CD16brightСD62LbrightCD11bmidCD63- и регрессию 
количества и активности фенотипа субпопуля-
ции CD16brightCD62LbrightCD11bbrightCD63dim, а так-
же восстановление их эффекторной функции.

5.	 На фоне восстановления баланса ко-
личественного соотношения и фенотипов изу
чаемых субпопуляции наблюдается выраженная 
позитивная клиническая динамика: снижение 
длительности лихорадки, дыхательной недо-
статочности, более быстрое уменьшение объема 
гнойного плеврального выпота и длительности 
дренирования относительно группы пациентов, 
получавших стандартное лечение, что свидетель-
ствует о выраженной клинической эффективно-
сти использования фпГП в комплексном лече-
нии ОДП в послеоперационном периоде.

Список литературы / References
1.	 Белокрылов Н.М., Щепалов А.В., Антонов Д.В., Белокрылов А.Н., Жужгов Е.А. К вопросу об остео-

миелите и его последствиях у детей: обзор литературы // Пермский медицинский журнал, 2020. Т. 37, № 3. 
С. 40-57. [Belokrylov N.M., Schepalov A.V., Antonov D.V., Belokrylov A.N., Zhuzhgov E.A. On the question of 
osteomyelitis and its consequences in children: literature review. Permskiy meditsinskiy zhurnal = Perm Medical 
Journal, 2020, Vol. 37, no. 3, рр. 40-57. (In Russ.)]

2.	 Вечеркин В.А., Тома Д.А., Птицын В.А., Коряшкин П.В. Деструктивные пневмонии у детей // Россий-
ский вестник детской хирургии, анестезиологии и реаниматологии, 2019. Т. 9, № 3. С. 108-115. [Vecherkin V.A., 
Toma D.A., Ptitsyn V.A., Koryashkin P.V. Destructive pneumonias in children. Rossiyskiy vestnik detskoy khirurgii, 
anesteziologii i reanimatologii = Russian Journal of Pediatric Surgery, Anesthesia and Intensive Care, 2019, Vol. 9,  
рр. 108-115. (In Russ.)]

3.	 Киселевский М.В., Ситдикова С.М, Абдуллаев А.Г., Шляпников С.А., Чикилева И.О. Иммуносупрес-
сия при сепсисе и возможности ее коррекции // Вестник хирургии имени И.И. Грекова, 2018. Т. 177, № 5. 
С. 105-107. [Kiselevskii M.V., Sitdikova S.M., Abdullaev A.G., Shlyapnikov S.A., Chikileva I.O. Immunosuppression 
in sepsis and possibility of its correction. Vestnik khirurgii imeni I.I. Grekova =  Grekov’s Bulletin of Surgery, 2018, 
Vol. 177, no. 5, рр. 105-107. (In Russ.)]

4.	 Маркова Т.П., Чувиров Д.Г. Имунофан в комплексном лечении детей c повторными респиратор-
ными заболеваниями и микоплазменной инфекцией // Эффективная фармакотерапия, 2022. Т. 18, № 12. 
С. 12-18. [Markova T.P., Chuvirov D.G. Imunofan in the complex treatment of children with recurrent respiratory 
diseases and mycoplasma infection. Effektivnaya farmakoterapiya = Effective Pharmacotherapy, 2022, Vol. 18, no. 12, 
pp. 12-18. (In Russ.)]

5.	 Нестерова И.В., Колесникова Н.В., Чудилова Г.А., Ломтатидзе Л.В., Ковалева С.В., Евглевский А.А., 
Нгуен Т.З.Л. Новый взгляд на нейтрофильные гранулоциты: переосмысление старых догм. Часть 2 // Ин-
фекция и иммунитет, 2018. Т. 8, № 1. С. 7-18. [Nesterova I.V., Kolesnikova N.V., Chudilova G.A., Lomtatidze L.V., 
Kovaleva S.V., Evglevsky A.A., Nguyen T.D.L. The new look at neutrophilic granulocytes: rethinking old dogmas. 
Part 2. Infektsiya i immunitet = Russian Journal of Infection and Immunity, 2018, Vol. 8, no. 1, pp. 7-18. (In Russ.)]  
doi: 10.15789/2220-7619-2018-1-7-18.

6.	 Образцов И.В., Рябов А.Ю., Цуранова Н.С., Балыкова Е.В., Парамонов А.И. Функциональная ак-
тивность нейтрофилов у пациентов с послеоперационными инфекционно-септическими осложнениями // 
Российский иммунологический журнал, 2019. Т. 13 (22), № 4. С. 1393-1402.  [Obraztsov I.V., Ryabov A.Yu., 
Tsuranova N.S., Balykova E.V., Paramonov A.I. Neutrophil function in patients with postsurgery infectious septic 
complications. Rossiyskiy immunologicheskiy zhurnal = Russian Journal of Immunology, 2019, Vol. 13 (22), no. 4,  
pp. 1393-1402. (In Russ.)] doi: 10.31857/S102872210007042-1.



991

Иммунотерапия деструктивной пневмонии
Immunotherapy of destructive pneumonia2025, Vol. 28, № 4

2025, Т. 28, № 4

7.	 Толстова Е.М., Беседина М.В., Елькина М.А., Зайцева О.В., Яцышина С.Б., Зайцева Н.С., Кузи-
на  С.Р., Хаспеков Д.В., Турищев И.В., Беляева Т.Ю. Этиология и клиническая характеристика деструк-
тивных пневмоний у детей // Инфекционные болезни: новости, мнения, обучение, 2024. Т. 13, № 1. 
С. 42-51. [Tolstova E.M., Besedina M.V., Elkina M.A., Zaytseva O.V., Yatsyshina S.B., Zaitseva N.S., Kuzina S.R., 
Khaspekov D.V., Turishchev I.V., Belyaeva T.Yu. Etiology and clinical characteristics of necrotizing pneumonia in 
children. Infektsionnye bolezni: novosti, mneniya, obuchenie = Infectious Diseases: News, Opinions, Training, 2024, 
Vol. 13, no. 1, рр. 42-51.

8.	 Чапурина В.Н., Нестерова И.В., Чудилова Г.А., Ковалева С.В., Лягуша Д.Э., Тетерин Ю.В., Баро-
ва Н.К., Тараканов В.А. Эффективность комплексного послеоперационного лечения с включением тера-
пии иммуномодулирующим гексапептидом у детей с острой деструктивной пневмонией // Российский 
иммунологический журнал, 2023. Т. 26, № 4. С. 671-678.  [Chapurina V.N., Nesterova I.V., Chudilova G.A., 
Kovaleva S.V., Lyagusha D.E., Teterin Yu.V., Barova N.K., Tarakanov V.A. Efficiency of combined postoperative 
treatment including an immunomodulatory hexapeptide in children with acute destructive pneumonia. Rossiyskiy 
immunologicheskiy zhurnal  =  Russian Journal of Immunology, 2023, Vol. 26, no. 4, pp. 671-678. (In Russ.)]  
doi: 10.46235/1028-7221-13954-EOC.

9.	 Cortjens B., Ingelse S.A., Calis J.C., Vlaar A.P., Koenderman L., Bem R.A., van Woensel J.B. Neutrophil 
subset responses in infants with severe viral respiratory infection. Clin. Immunol., 2017, Vol. 176, pp. 100-106. 

10.	 Kamp V.M., Pillay J., Lammers J.-W.J., Pickkers P., Ulfman L.H., Koenderman L. Human suppressive 
neutrophils CD16bright /CD62Ldim exhibit decreased adhesion. J. Leukoc. Biol., 2012, Vol. 92, no. 5, pp. 1011-1020.

11.	 Ley K., Hoffman H.M., Kubes P., Cassatella M.A., Zychlinsky A., Hedrick C.C., Catz S.D. Neutrophils: New 
insights and open questions. Sci. Immunol., 2018, Vol. 3, no. 30, eaat4579. doi: 10.1126/sciimmunol.aat4579.

12.	 Roh E.J., Shim J.Y., Chung E.H. Epidemiology and surveillance implications of community-acquired 
pneumonia in children. Clin. Exp. Pediatr., 2022, Vol. 5, no. 12, pp. 563-573.

13.	 Scapini P., Marini O., Tecchio C. Cassatella M.A. Human neutrophils in the saga of cellular heterogeneity: 
insights and open questions. Immunol. Rev., 2016, Vol. 273, pp. 48-60. 

14.	 Ugonotti J., Chatterjee S., Thaysen-Andersen M. Structural and functional diversity of neutrophil 
glycosylation in innate immunity and related disorders. Mol. Aspects Med., 2021, Vol. 79, 100882. doi: 10.1016/j.
mam.2020.100882.

15.	 Wei X., Zhang L., Zhang R., Wu R., Petitte J.N., Hou Y., Si D., Ahmad B., Guo H., Zhang M., Cheng Q., 
Tong  Y. Targeting the TLR2 receptor with a novel thymopentin-derived peptide modulates immune responses. 
Front. Immunol, 2021, Vol. 12, 620494. doi: 10.3389/fimmu.2021.620494

Авторы:

Нестерова И.В. – д.м.н., профессор, главный научный 
сотрудник отдела клинико-экспериментальной 
иммунологии и молекулярной биологии центральной 
научно-исследовательской лаборатории ФГБОУ ВО 
«Кубанский государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Краснодар; профессор кафедры клинической 
иммунологии, аллергологии и адаптологии факультета 
непрерывного медицинского образования Медицинского 
института ФГАОУ ВО «Российский университет 
дружбы народов имени Патриса Лумумбы», Москва, 
Россия

Чудилова Г.А. – д.б.н., доцент, заведующая 
отделом клинико-экспериментальной иммунологии 
и молекулярной биологии центральной научно-
исследовательской лаборатории, профессор кафедры 
клинической иммунологии, аллергологии и лабораторной 
диагностики ФГБОУ ВО «Кубанский государственный 
медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Краснодар, Россия

Сафонцева А.Д. – аспирант кафедры клинической 
иммунологии, аллергологии и лабораторной 
диагностики ФГБОУ ВО «Кубанский государственный 
медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Краснодар, Россия

Authors:

Nesterova I.V., PhD, MD (Medicine), Professor, Chief 
Researcher, Department of Clinical and Experimental 
Immunology and Molecular Biology, Central Scientific 
Research Laboratory, Kuban State Medical University, 
Krasnodar; Professor, Department of Clinical Immunology, 
Allergology and Adaptology, Faculty of Continuing Medical 
Education, Medical Institute, P. Lumumba Peoples’ Friendship 
University of Russia, Moscow, Russian Federation 
 
 
 

Chudilova G.A., PhD, MD (Biology), Associate Professor, 
Head of the Department of Clinical and Experimental 
Immunology and Molecular Biology, Central Research 
Laboratory, Professor of the Department of Clinical 
Immunology, Allergology and Laboratory Diagnostics, Kuban 
State Medical University, Krasnodar, Russian Federation 
 

Safontseva A.D., Postgraduate Student, Department of Clinical 
Immunology, Allergology and Laboratory Diagnostics, Kuban 
State Medical University, Krasnodar, Russian Federation



992

Nesterova I.V. et al.
Нестерова И.В. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

Чапурина В.Н. – к.м.н., ассистент кафедры 
клинической иммунологии, аллергологии и лабораторной 
диагностики, научный сотрудник отдела клинико-
экспериментальной иммунологии и молекулярной 
биологии центральной научно-исследовательской 
лаборатории ФГБОУ ВО «Кубанский государственный 
медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Краснодар, Россия

Лягуша Д.Э. – врач-педиатр хирургического отделения 
№ 1 ГБУЗ «Детская краевая клиническая больница», 
г. Краснодар, Россия

Барова Н.К. – к.м.н., доцент, заведующая кафедрой 
хирургических болезней детского возраста ФГБОУ ВО 
«Кубанский государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия заведующая хирургическим 
отделением № 1 ГБУЗ «Детская краевая клиническая 
больница», г. Краснодар, Россия

Chapurina V.N., PhD (Medicine), Assistant Professor 
of the Department of Clinical Immunology, Allergology and 
Laboratory Diagnostics, Researcher of the Department 
of Clinical and Experimental Immunology and Molecular 
Biology, Central Scientific Research Laboratory, Kuban State 
Medical University, Krasnodar, Russian Federation 
 

Lyagusha D.E., Pediatrician, Surgical Department No.  1, 
Children’s Regional Clinical Hospital, Krasnodar, Russian 
Federation

Barova N.K., PhD (Medicine), Associate Professor, Head, 
Department of Surgical Diseases of Childhood, Kuban State 
Medical University, Krasnodar; Head, Surgical Department 
No.  1, Children’s Regional Clinical Hospital, Krasnodar, 
Russian Federation

Поступила 14.06.2025
Принята к печати 22.06.2025

Received 14.06.2025
Accepted 22.06.2025



993

Российский
иммунологический журнал 

2025, Т. 28, № 4, стр. 993-998

Russian Journal of Immunology /
Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal

2025, Vol. 28, № 4, pp. 993-998

1 page

Адрес для переписки:

Кулакова Анастасия Сергеевна
Медицинский центр «Мой доктор»
241019, Россия, г. Брянск, ул. Красноармейская, 100.
Тел.: 8 (980) 310-12-33.
E-mail: Kulakovaas@mail.ru

Address for correspondence:

Anastasiia S. Kulakova
Medical Center “My Doctor”
100 Krasnoarmeyskaya St
Bryansk
241019 Russian Federation
Phone: +7 (980) 310-12-33.
E-mail: Kulakovaas@mail.ru

Образец цитирования: 

А.С. Кулакова «JAK/STAT-сигналинг: новые 
перспективы в диагностике ожирения» // Российский 
иммунологический журнал, 2025. Т. 28, № 4. С. 993-998.  
doi: 10.46235/1028-7221-17089-JSS

© Кулакова А.С., 2025 
Эта статья распространяется по лицензии 
Creative Commons Attribution 4.0

For citation: 

A.S. Kulakova “JAK/STAT signaling: Novel prospectives 
in the obesity diagnostics”, Russian Journal of Immunology/
Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal, 2025, Vol. 28, no. 4, 
pp. 993-998.  
doi: 10.46235/1028-7221-17089-JSS

© Kulakova A.S., 2025 
The article can be used under the Creative 
Commons Attribution 4.0 License

DOI: 10.46235/1028-7221-17089-JSS

JAK/STAT-СИГНАЛИНГ: НОВЫЕ ПЕРСПЕКТИВЫ 
В ДИАГНОСТИКЕ ОЖИРЕНИЯ
Кулакова А.С.
ФГБОУ ВО «Орловский государственный университет имени И.С. Тургенева», г. Орел, Россия 
Медицинский центр «Мой доктор», г. Брянск, Россия

Резюме. Проблема ожирения во всем мире не имеет тенденций к разрешению на протяжении 
последних десятилетий. Доказано, что ожирение является одним из важных патогенетических фак-
торов метаболических нарушений в организме, приводит к развитию различной патологии. Несмо-
тря на многочисленные исследования, результаты которых уточняют аспекты патогенеза ожирения 
и связанных с ним изменений в метаболизме, остается много вопросов. Целью настоящего иссле-
дования являлось изучение компонентов сигнальной системы JAK/STAT – белков STAT1, STAT3, 
SOCS1, SOCS3, а также уровня цитокина IL-6 в сыворотке крови лиц, страдающих ожирением. Было 
обследовано 210 пациентов, распределенных на группы: I – лица с нормальной массой тела; II – па-
циенты с избыточной массой тела; III – пациенты с метаболически здоровым ожирением (МЗО), 
IV – пациенты с метаболически нездоровым ожирением (МНЗО). В работе был применен комплекс 
иммунологических и общеклинических методов исследования. По результатам исследования у па-
циентов, страдающих ожирением, выявлены достоверно значимые изменения значений компонен-
тов JAK/STAT-сигнальной системы и уровня цитокина IL-6 в сыворотке крови. У пациентов с ожи-
рением обнаружено повышение уровня цитокина IL-6 в сыворотке крови, а также статистически 
значимая корреляция IL-6 с показателями липидного профиля, белками STAT1, STAT3 и SOCS1, 
SOCS3. Уровни STAT1 и STAT3 были снижены у лиц с ожирением в отличие от лиц с нормальной и 
избыточной массой тела. Также наблюдался дисбаланс протеинов SOCS1 и SOCS3 у лиц с различны-
ми фенотипами ожирения. Установлены достоверно значимые корреляционные связи сывороточ-
ных уровней IL-6, STAT1, STAT3, SOCS1 и SOCS3 с показателями липидного обмена у пациентов с 
МЗО и МНЗО. Результаты проведенных исследований согласуются с имеющимися данными лите-
ратуры об изменении экспрессии белков STAT1, STAT3 и SOCS1, SOCS3 у пациентов с ожирением, 
важном значении белков SOCS1, SOCS3 в осуществлении регуляции экспрессии STAT по принципу 
отрицательной обратной связи, участии цитокина IL-6 в активации сигнальной системы JAK/STAT 
и поддержании метавоспаления у лиц, страдающих ожирением. Таким образом, изучение показате-
лей JAK/STAT-сигналинга может являться перспективным направлением в диагностике и поиске 
новых стратегий в борьбе с ожирением.

Ключевые слова: ожирение, JAK/STAT-сигнальная система, IL-6, STAT, SOCS, метаболизм
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JAK/STAT SIGNALING: NOVEL PROSPECTIVES IN 
THE OBESITY DIAGNOSTICS 
Kulakova A.S.
I. Turgenev State University of Orel, Orel, Russian Federation  
Medical Center “My Doctor”, Bryansk, Russian Federation

Abstract. The problem of obesity seemed to be nonresolved over the past decades. Obesity has been proven 
to be an important pathogenetic factor of metabolic disorders in humans, leading to the development of various 
disorders. Many questions remain open, despite numerous studies, clarifying the aspects of obesity pathogenesis 
and associated changes in metabolism. The aim of this study was to consider the components of JAK / STAT 
signaling system: proteins STAT1, STAT3, SOCS1, SOCS3, as well as the level of cytokine IL-6 in blood serum 
of obese individuals. 210 patients were examined, being divided into groups: I – individuals with normal body 
weight; II – patients with overweight; III – patients with metabolically healthy obesity, IV – patients with 
metabolically unhealthy obesity. A set of immunological and general clinical research methods was used in 
the work. The study revealed significantly altered values of JAK/STAT signaling system components and IL-6 
cytokine levels in blood serum of obese patients. Increased serum IL-6 levels were found in obese subjects 
as well as statistically significant correlation between IL-6 and lipid profile parameters, STAT1, STAT3, and 
SOCS1, SOCS3 proteins. The STAT1 and STAT3 levels were decreased in obese individuals in contrast to 
the persons with normal and overweight body weight. An imbalance of SOCS1 and SOCS3 proteins was also 
observed in individuals with different obesity phenotypes. Significant correlations were revealed between serum 
IL-6, STAT1, STAT3, SOCS1, and SOCS3 levels, as well as lipid metabolism parameters in patients with 
metabolic healthy and metabolic unhealthy obesity. The results of these studies are consistent with available 
literature data on changed expression of STAT1, STAT3 and SOCS1, SOCS3 proteins in obese patients, as well 
as importance of SOCS1, SOCS3 proteins in STAT expression levels by the negative feedback relations. One 
may also suggest participation of IL-6 cytokine in activation of JAK/STAT signaling system and maintenance 
of meta-inflammation in obese individuals. Thus, the study of JAK/STAT signaling indices may be a promising 
area in diagnostics and search for new strategies in obesity management.

Keywords: obesity, JAK/STAT signaling pathway, IL-6, STAT, SOCS, metabolism
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Введение
Проблема ожирения во всем мире не имеет 

тенденций к разрешению на протяжении по-
следних десятилетий. Несмотря на многочислен-
ные исследования, результаты которых уточняют 
аспекты патогенеза ожирения и связанных с ним 
изменений в метаболизме, остается много вопро-
сов. 

Доказано, что ожирение является одним из 
важных патогенетических факторов метаболи-
ческих нарушений в организме, приводит к раз-
витию различной патологии, в первую очередь 
сердечно-сосудистой системы, а также эндо-
кринной, гепатобилиарной, участвует в развитии 
психических нарушений и некоторых видов рака, 
поэтому актуальность изучения данной пробле-
мы трудно переоценить [3, 5, 6, 7]. 

В то же время известно, что не все пациен-
ты, страдающие ожирением, метаболически не-
здоровы. Это обусловило выделение нескольких 
фенотипов, наиболее репрезентативными явля-
ются метаболически здоровое ожирение (МЗО), 
для которого характерно отсутствие или мини-
мальное количество кардиометаболических на-
рушений, и метаболически нездоровое ожирение 
(МНЗО), при котором присутствуют кардиоме-
таболические нарушения. Несмотря на большое 
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количество работ, посвященных фенотипам ожи-
рения [1, 4, 12], на сегодняшний день нет единых 
критериев для идентификации лиц с МЗО, а так-
же утвержденной классификации фенотипов. 

 Работами последних лет [7, 10] доказано, что 
в патогенезе ожирения важную роль играет мета-
воспаление – слабодифференцированное хрони-
ческое воспаление низкой степени с метаболиче-
ской дисфункцией, которое наблюдается во всех 
тканях, участвующих в энергетическом гомеоста-
зе и характеризуется рекрутированием иммунных 
воспалительных клеток, аномальной выработкой 
цитокинов и реагентов острой фазы. 

В последние десятилетия активно изучается 
роль сигнальных систем в иммунопатогенезе раз-
личных состояний, в том числе при ожирении [2, 
9]. Доказано, что сигнальная система JAK/STAT 
(Janus kinase/signal transduction, сигнальные пре-
образователи и активаторы сигнальных путей 
транскрипции) активно участвует в патогенезе 
заболеваний, связанных с воспалением, а также 
имеет решающее значение для поддержания про-
цессов гомеостаза в организме. Многие цитоки-
ны, участвующие в патогенезе аутоиммунных и 
воспалительных заболеваний, используют JAK и 
STAT для трансдукции внутриклеточных сигна-
лов [11].

Известно, что STAT1 играет важную роль при 
различных патологических процессах, связанных 
с инсулинорезистентностью, развитием хрони-
ческого субклинического воспаления, преиму-
щественно за счет перепрограммирования ма-
крофагов в сторону фенотипа М1 и активации 
их цитотоксической и провоспалительной функ-
ции. Также STAT1 может как способствовать ли-
полизу в зрелых адипоцитах, так и индуцировать 
пролиферацию преадипоцитов и адипогенез [12].

Наиболее изученным белком системы JAK/
STAT является STAT3. Гипертрофированные при 
ожирении адипоциты активируют выработку 
различных гормонов и медиаторов, в первую оче-
редь, лептина и IL-6, которые активируют STAT3 
и инициируют его клеточный сигнальный путь. В 
периферических органах IL-6-индуцированный 
JAK-STAT3 влияет на функции инсулина [9].

Сигнальный путь JAK/STAT транскрипци-
онно регулирует свой собственный супрессор. 
Супрессоры цитокиновых сигнальных молекул 
(SOCS) действуют как сигнал отрицательной об-
ратной связи, ингибируя активацию JAK, STAT и 
фосфорилирование [11, 14].

Белая жировая ткань является основным орга-
ном для высвобождения IL-6 в кровообращение. 
Усиленная передача сигналов IL-6 при ожирении 
способствует повышению уровня белков SOCS1 
и SOCS3 в трех основных чувствительных к инсу-
лину периферических тканях: белой жировой тка-

ни, печени и мышцах. Сверхэкспрессия SOCS1 и 
SOCS3 приводит к развитию инсулинорезистент-
ности. Также обнаружено, что SOCS1 подавляет 
активацию STAT1 и STAT3 и снижает экспрес-
сию STAT1- и STAT3-зависимых генов [13]. 

Несмотря на активное изучение экспрессии 
протеинов STAT и SOCS в различных органах и 
тканях [4, 11, 12], практически нет работ по опре-
делению уровней этих важных компонентов сиг-
нальной системы в сыворотке крови людей, стра-
дающих избыточной массой тела и ожирением, 
что обусловило наш интерес к изучению данной 
темы. 

Материалы и методы
В исследование было включено 210 пациентов 

в возрасте от 19 до 65 лет. Обследуемые разделе-
ны на 4 группы: I  – лица с нормальной массой 
тела (ИМТ менее 25) (n  =  45); II  – пациенты с 
избыточной массой тела (ИМТ 25-29,9) (n = 77); 
III – пациенты с МЗО (ИМТ 30 и выше, не бо-
лее одного кардиометаболического нарушения 
по результатам лабораторного, инструменталь-
ного обследования и данным анамнеза) (n = 56); 
IV – пациенты с МНЗО (ИМТ 30 и выше, нали-
чие двух и более показателей кардиометаболиче-
ских нарушений по результатам обследования) 
(n = 32). 

Каждый пациент подписал добровольное 
информированное согласие на участие в иссле-
довании. В работе использовался комплекс об-
щеклинических и иммунологических методов, 
включающий оценку антропометрических дан-
ных: рост, вес, ИМТ, ОТ/ОБ, общеклинических 
и биохимических показателей периферической 
крови. Клинические лабораторные исследования 
выполнялись на гематологических анализаторах 
SYSMEX (SYSMEX Corporation, Япония).

Иммунологические исследования проводи-
лись в лаборатории молекулярной, трансляци-
онной и цифровой кардиоиммунологии ФГБОУ 
ВО «Орловский государственный университет 
имени И.С.  Тургенева». В соответствии с зада-
чами исследования у всех больных в сыворотке 
крови определяли уровень белков STAT1, STAT3, 
SOCS1, SOCS3, цитокина IL-6. Для определения 
в сыворотке крови методом ИФА концентрации 
белков STAT1, STAT3 и SOCS1, SOCS3 приме-
няли тест-систему производства Cusabio Biotech 
Co., Ltd (США). Для определения цитокина IL-6 
использовался метод твердофазного иммуно-
ферментного анализа (ИФА) на фотометре STAT 
FAX 2100 с использованием наборов реагентов 
АО «Вектор-Бест» (Россия). Корреляционный 
анализ проводился по методу Спирмена. В ис-
следовании проводили анализ с помощью не-
параметрического U-критерия Манна–Уитни, 
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так как распределение изучаемых показателей 
отличалось от нормального. Для сравнения кон-
центрации белков в сыворотке крови пациентов с 
избыточной массой тела и ожирением с уровнем 
белков в сыворотке крови лиц с нормальной мас-
сой тела использовали медиану, первый и третий 
квартили  – Ме (Q0,25-Q0,75). По методике Спир-
мена, с помощью коэффициента корреляции 
рангов, рассчитывали взаимосвязь между коли-
чественными признаками. Статистически значи-
мыми считали различия между показателями при 
р < 0,05 (контрольная группа). 

Критерии невключения в исследование: лица 
до 18 и старше 65 лет; наличие сопутствующих 
заболеваний в стадии обострения и/или деком-
пенсации, острых респираторных инфекций, бе-
ременности, сепсиса, наличие онкологических и 
инфекционных заболеваний, сахарного диабета, 
отказ от проводимого исследования.

Результаты и обсуждение
Исследования последних лет позволили рас-

ширить представление о роли IL-6 как ключевом 
медиаторе воспаления при адипогенезе, в основ-
ном через активацию JAK/STAT-сигнального ка-
скада [11]. 

Вместе с тем требуют изучения особенности 
IL-6/STAT-транссигнализации в аспекте субкли-
нического воспаления при различных фенотипах 
ожирения. 

По результатам наших исследований, уровень 
IL-6 в сыворотке крови у пациентов с избыточ-
ной массой тела находился в пределах обще-
принятых референсных значений (0-7 пг/мл) и 
составил 4,30 (3,80-4,80) пг/мл, что, однако, в 
1,2 раза выше, чем у лиц группы ЗД, р  =  0,022. 
У  пациентов с МЗО концентрация IL-6 со-
ставляла 6,15 (5,55-7,40) пг/мл, с МНЗО  – 6,90 
(6,60- 7,83) пг/ мл, р < 0,001, почти в 2 раза превы-
шая значения, полученные у здоровых лиц 3,74 
(3,54-3,94) пг/мл, что, по-видимому, подтвержда-
ет наличие низкоуровневого хронического вос-
паления у лиц, страдающих ожирением, и согла-
суется с данными литературы [9, 10]. 

У пациентов с метаболически здоровым и не-
здоровым ожирением наблюдалась статистиче-
ски значимая корреляция IL-6 с показателями 
липидного профиля, а также с белками STAT1, 
STAT3 и SOCS1, SOCS3. 

 Известно, что белки STAT необходимы для 
энергетического гомеостаза организма челове-
ка, а нарушение их регуляции способствует раз-
витию ожирения и диабета [11, 12, 13], однако их 
сывороточный уровень у лиц с различными фе-
нотипами ожирения малоизучен. 

В результате проведенного нами исследова-
ния получены данные об уровнях сывороточ-

ного STAT1, который составил у пациентов с 
избыточной массой тела 0,55 (0,41-0,73)  нг/ мл, 
с МЗО 0,40 (0,3-0,55) нг/мл, с МНЗО 0,27 
(0,21- 0,36) нг/ мл, это ниже, чем у здоровых лиц 
0,63 (0,44- 1,15) нг/ мл, (p < 0,001), что может быть 
связано с чрезмерной востребованностью и рас-
ходом данного протеина для осуществления па-
тофизиологических процессов при ожирении. 

Как известно, в отличие от STAT1, оказываю
щего преимущественно воспалительное дей-
ствие, STAT3 обладает двойственными эффек-
тами (как про-, так и противовоспалительными) 
и приводит к поляризации как М1-, так и М2-
макрофагов [12, 13].

Согласно проведенному нами анализу, уро-
вень белка STAT3 у пациентов с избыточной мас-
сой тела 0,65 (0,35-0,77) нг/мл, р > 0,05, у лиц с 
МЗО 0,39 (0,21-0,64) нг/мл, р  =  0,015, с МНЗО 
0,27 (0,15-0,63) нг/мл, р < 0,001, что ниже, чем у 
здоровых лиц 0,59 (0,28-1,37) нг/мл. 

Таким образом, уровни STAT1 и STAT3 были 
снижены у лиц с ожирением в отличие от лиц с 
нормальной и избыточной массой тела, что под-
тверждает их активное участие в дисметаболиче-
ских процессах, происходящих при ожирении. 

Корреляционный анализ показал наличие ста-
тистически значимой корреляции уровня белков 
STAT с показателями липидного спектра у лиц с 
МЗО и МНЗО, что может свидетельствовать об 
участии активированных STAT в регуляции ли-
пидного обмена [9].

Учитывая важную роль белков SOCS в сиг-
нальной системе JAK/STAT в качестве регулято-
ров обратной связи, представляло интерес иссле-
дование их уровня в сыворотке крови в процессе 
нарастания массы тела у исследуемых групп.

В результате проведенных нами исследований 
установлено, что уровень белка SOCS1 у паци-
ентов с избыточной массой тела составил 0,15 
(0,09-1,02) нг/мл, с МЗО 0,35 (0,14-0,86) нг/мл, 
с МНЗО (0,16 (0,11-0,44) нг/мл), что выше, чем 
у здоровых лиц – 0,11 (0,08-1,51), р > 0,05. Более 
низкие значения SOCS1 у пациентов с МНЗО по 
сравнению с МЗО возможно объясняются рас-
ходом SOCS1 на подавление активации STAT1 и 
STAT3, что согласуется с данными литературы [9, 
11, 12].

Известно, что SOCS3 ингибирует сигнальные 
пути, активируемые, как различными цитокина-
ми (IL-6, IFNγ и др.), так и гуморальными меди-
аторами, что приводит к ингибированию актива-
ции STAT3, и делает SOCS3 важным фактором в 
контроле воспаления и поддержании гомеоста-
за [12].

Уровень SOCS3 в сыворотке крови у пациен-
тов группы II  – 1,25 (0,18-1,83) нг/мл, р  >  0,05, 
группы III – 0,96 (0,33-2,94) нг/мл, р > 0,05, что 



997

JAK/STAT: новое в диагностике ожирения
JAK/STAT in obesity2025, Vol. 28, № 4

2025, Т. 28, № 4

выше, чем у здоровых лиц 0,97 (0,55-1,25) нг/мл, 
р  <  0,001. Однако у пациентов группы IV (0,55 
(0,2-0,97) нг/мл) наблюдалось снижение уров-
ня белка SOCS3 по сравнению с ЗД в 1,8 раза и в 
1,8 раза по сравнению с лицами с МЗО, р < 0,05, 
что, вероятно, связано с ослаблением торможе-
ния сигнальных путей и может приводить к не-
контролируемой активации продукции провос-
палительных медиаторов, способствуя развитию 
и поддержанию хронического низкоуровневого 
воспаления, что согласуется с данными литера-
туры [12].

У пациентов с ожирением наблюдалась замет-
ная корреляционная связь между SOCS1, SOCS3 
и показателями липидного профиля, что может 
свидетельствовать об участии белков SOCS1, 
SOCS3 в регуляции липидного обмена при ожи-
рении. Заслуживает внимания отрицательная 
корреляция между сывороточным уровнем бел-
ков SOCS1, SOCS3 и STAT1, STAT3 у метабо-
лически здоровых и нездоровых пациентов, что 
подтверждает наличие негативного регуляторно-
го контроля протеинов STAT SOCS-белками.

Результаты проведенных исследований со-
гласуются с имеющимися данными литературы 
об изменении экспрессии белков STAT1, STAT3 
и SOCS1, SOCS3 у пациентов с ожирением, важ-
ном значении белков SOCS1, SOCS3 в осущест-
влении регуляции экспрессии STAT по принципу 
отрицательной обратной связи, активном уча-

стии цитокина IL-6 в активации сигнальной си-
стемы JAK/STAT и поддержании низкоуровнево-
го хронического воспаления у лиц, страдающих 
ожирением. 

Выводы
У пациентов, страдающих ожирением, выяв-

лены достоверно значимые изменения значений 
компонентов JAK/STAT-сигнальной системы и 
уровня цитокина IL-6 в сыворотке крови. Разви-
тие метаболически здорового и нездорового ожи-
рения сопровождается нарушением продукции 
белков STAT и SOCS, уровень которых зависит 
от фенотипа ожирения. Установлены достоверно 
значимые корреляционные связи сывороточных 
уровней IL-6, STAT1, STAT3, SOCS1 и SOCS3 с 
показателями липидного обмена (уровнем хо-
лестерина, триглицеридов, ЛПНП, ЛПНОП, 
ЛПВП, коэффициентом атерогенности) у паци-
ентов с МЗО и МНЗО.

Таким образом, патогенез ожирения представ-
ляет собой многогранный процесс, в котором за-
действованы различные иммунопатологические 
механизмы, включая основные сигнальные си-
стемы, где одну из ведущих ролей играет JAK/
STAT-сигналинг, особенности функционирова-
ния компонентов которого требуют дальнейшего 
изучения и являются перспективным направле-
нием в диагностике и поиске новых стратегий в 
борьбе с ожирением. 
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ИЗМЕНЕНИЯ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ  
КРОВИ У БОЛЬНЫХ ПСОРИАЗОМ 
Нефедьева Ю.В.1, Шишкова Ю.С.1, Зиганшин О.Р.1, 2

1 ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Челябинск, Россия  
2 ГБУЗ «Челябинский областной клинический кожно-венерологический диспансер», г. Челябинск, Россия

Резюме. Проблема распространенного псориаза является одной из самых актуальных в связи с 
широкой распространенностью, отсутствием единой этиопатогенетической концепции, многообра-
зием клинических форм и системностью проявлений заболевания. Важную роль в патогенезе псори-
аза играют нарушения обмена веществ, биохимические дефекты. Метаболические нарушения при 
псориазе ассоциированы с патологией липидного обмена. Высокая частота дислипидемий, метабо-
лического синдрома при псориазе обусловливают высокий риск сердечно-сосудистых заболеваний. 
Исследование изменений лейкоцитарной формулы общего анализа крови и биохимических показа-
телей периферической крови при псориазе имеет важное клинико-диагностическое значение. Цель 
исследования – изучение лабораторных показателей периферической крови у больных псориазом, 
проходивших стационарное лечение в отделении круглосуточного пребывания ГБУЗ «Челябинский 
областной клинический кожно-венерологический диспансер». Изучены лабораторные показатели 
общего и биохимического анализов крови у 750 больных псориазом на базе ГБУЗ «Челябинский об-
ластной клинический кожно-венерологический диспансер». Оценивалась степень тяжести псориаза, 
индекс PASI. В крови определяли количество эритроцитов, лейкоцитов, тромбоцитов, гемоглобина, 
рассчитывали цветной показатель, СОЭ, глюкозу, прямой билирубин, общий билирубин, мочеви-
ну, креатинин, С-реактивный белок, ревматоидный фактор, холестерин, триглицериды. В резуль-
тате исследования выявлено у больных пожилого возраста с псориазом с тяжелой степени тяжести 
увеличение скорости оседания эритроцитов. У женщин и мужчин среднего и пожилого возраста со 
среднетяжелым псориазом выявлялась дислипидемия с увеличением уровня холестерина и тригли-
церидов периферической крови. У больных псориазом старше 45 лет со среднетяжелым течением 
заболевания чаще наблюдалось превышение показателя общего билирубина. Повышение системных 
маркеров воспаления C-реактивного белка, СОЭ, прямого и общего билирубина наблюдается при 
псориатической болезни. Нарушение липидного обмена с увеличением показателей холестерина и 
триглицеридов чаще наблюдалось при среднетяжелом течении псориаза у пациентов среднего и по-
жилого возраста.

Ключевые слова: псориаз, скорость оседания эритроцитов, билирубин, С-реактивный белок, триглицериды, холестерин, 
Челябинская область
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CHANGES OF PERIPHERAL BLOOD PARAMETERS 
IN PATIENTS WITH PSORIASIS
Nefedyeva Yu.V.a, Shishkova Yu.S.a, Ziganshin O.R.a, b

a South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation  
b Chelyabinsk Regional Clinical Skin and Venereal Diseases Dispensary, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. The issues of widespread psoriasis are quite urgent, due to its high prevalence of this disorder, 
absence of a single etiopathogenetic concept, diversity of clinical forms and systemic nature of the disease 
manifestations. Metabolic disorders and biochemical defects play an important role in pathogenesis of 
psoriasis and may be associated with impaired lipid metabolism. High frequency of dyslipidemia and metabolic 
syndrome in psoriasis determine high risk of cardiovascular diseases. The study of changes in differential 
leukocyte counts upon general blood testing and biochemical parameters of peripheral blood in psoriasis is of 
great clinical and diagnostic importance. The purpose of the study was to evaluate basic laboratory parameters 
of peripheral blood in patients with psoriasis who underwent inpatient treatment at the all-day Department at 
Chelyabinsk Regional Clinical Dispensary for Dermato-Venereal Diseases. Laboratory parameters of general 
and biochemical blood tests were studied in 750 patients with psoriasis admitted to the Dispensary. The severity 
of psoriasis and clinical PASI index were assessed. The counts of red blood cells, leukocytes, platelets, and 
hemoglobin were determined in blood as well as RBC color index, erythrocyte sedimentation rate (ESR). We 
have also assessed the levels of glucose, direct bilirubin, total bilirubin, urea, creatinine, C-reactive protein, 
rheumatoid factor, cholesterol, and triglycerides in blood serum. The study revealed an increased ESR in 
elderly patients with severe psoriasis. Dyslipidemia with increased level of cholesterol and triglycerides in the 
peripheral blood was detected in middle-aged and elderly women and men with moderate-degree psoriasis. 
In patients with psoriasis over 45 years of age with moderate course of the disease, an excess of total bilirubin 
was more often observed. An increase in systemic inflammation markers, i.e., C-reactive protein, ESR, direct 
and total bilirubin is observed in psoriatic disease. Lipid metabolism disorders with increased cholesterol and 
triglyceride levels were more often observed in moderate course of psoriasis among middle-aged and elderly 
patients.

Keywords: psoriasis, erythrocyte sedimentation rate, bilirubin, C-reactive protein, triglycerides, cholesterol, Chelyabinsk Region

Введение
Псориаз представляет собой хроническое про-

лиферативное и иммуноассоциированное вос
палительное заболевание кожи мультифакто
риального генеза  [3]. Псориаз тесно связан с 
высокой распространенностью таких метаболи-
ческих нарушений, как дислипидемия, наруше-
ние толерантности к глюкозе, метаболический 
синдром. Увеличение концентрации в крови 
С-реактивного белка, провоспалительных ци-
токинов, иммунных комплексов, аутоантител к 
компонентам эндотелиальных клеток, изменения 
в подтипах Т-лимфоцитов играют важную роль 
в патогенезе псориаза  [1, 2]. Поэтому изучение 
изменений показателей общего анализа крови и 
биохимических маркеров периферической крови 
у больных псориазом актуально.

Целью исследования являлось изучение из-
менений лабораторных показателей перифери-
ческой крови при псориазе у пациентов, про-
ходивших лечение в отделении круглосуточного 
пребывания ГБУЗ «Челябинский областной кли-

нический кожно-венерологический диспансер» в 
2017-2022 гг.

Материалы и методы
В исследование включено 750 пациентов в 

возрасте от 19 до 80 лет больных псориазом, под-
писавших информированное согласие. У всех 
пациентов учитывалась степень тяжести псо-
риаза (индекс PASI). В крови определяли коли-
чество эритроцитов, лейкоцитов, тромбоцитов, 
гемоглобина, рассчитывали цветной показатель, 
СОЭ, глюкозу, прямой билирубин, общий били-
рубин, мочевину, креатинин, С-реактивный бе-
лок, ревматоидный фактор, холестерин, тригли-
цериды. 

Анализ полученных данных проводили с ис-
пользованием пакета статистического анализа 
данных IBM SPSS Statistics, версия 19. Для оцен-
ки значимости различий между двумя группами 
использовали критерий Манна–Уитни, между 
тремя группами критерии Краскела–Уоллиса. 
Различия считали статистически значимыми при 
критическом уровне значимости ≤ 0,05.



1001

Показатели крови при псориазе
Blood features in psoriasis2025, Vol. 28, № 4

2025, Т. 28, № 4

Результаты и обсуждение
Проведен анализ лабораторных показателей 

общего и биохимического анализов крови у 750 
пациентов, из которых 447 мужчин (средний воз-
раст 44 (34-57) года) и 303 (40,4%) женщины 43,0 
(33,0-56,0) года. Показатели общеклинического 
анализа крови сохранялись в пределах норма-
тивных значений у всех обследуемых пациентов, 
кроме скорости оседания эритроцитов. 

В результате проведенного исследования уста-
новлено у 42% (36) женщин молодого возраста 
(18-44 года) с псориазом тяжелой степени тяже-
сти повышение СОЭ в общем анализе крови. У 
30% (9) женщин среднего возраста (45-59 лет) с 
псориазом средней степени тяжести и у 37,5% 
(21) женщин с псориазом тяжелой степени тяже-
сти также наблюдалось повышение СОЭ в общем 
анализе крови. 

Повышение СОЭ в общем анализе крови на-
блюдалось у 37,5% (9) мужчин и 35,7% (10) жен-
щин пожилого возраста с псориазом средней 
степени тяжести, у 34% (15) мужчин и 53,8% (14) 
женщин 60-74 лет с псориазом тяжелой степени 
тяжести. При легкой степени тяжести псориаза 
у пациентов всех возрастов увеличения уровня 
СОЭ не наблюдалось.

Установлено повышение прямого билирубина 
у 10% больных псориазом легкой степени тяже-
сти женщин среднего возраста (45-59 лет). Вы-
явлено превышение нормативного показателя 
общего билирубина у 34,9% мужчин молодого 
возраста со средней степенью тяжести псориаза и 
6,2% – с тяжелым псориазом. У женщин молодо-
го возраста (18-44 года) с псориазом также было 
выявлено превышение нормативного показателя 
общего билирубина: при легкой степени тяжести 
в 30% случаев, при средней степени тяжести – в 
1,6%, при тяжелой степени тяжести – в 9,4%. Вы-
явлено превышение нормативного показателя 
общего билирубина только у 17,1% мужчин сред-
него возраста с тяжелой степенью тяжести псори-
аза. У 25% мужчин 60-74 лет с тяжелой степенью 
тяжести псориаза и 21,4% женщин пожилого воз-
раста с псориазом средней степени тяжести на-
блюдалось повышение показателя общего били-
рубина относительно нормальных показателей.

У больных псориазом выявлена дислипи-
демия, чаще у пациентов среднего и пожилого 
возраста. У пациентов молодого возраста превы-
шение нормативного показателя уровня тригли-
церидов периферической крови наблюдалось у 
9% мужчин с псориазом легкой степени тяжести, 
16,9% – средней степени тяжести, у 24,1% – с тя-
желым псориазом; у 20% молодых женщин с псо-
риазом легкой степени тяжести и 22,3% женщин 
с тяжелым псориазом.

У 13,3% женщин среднего возраста больных 
псориазом средней степени тяжести выявлено 
превышение нормативного показателя холесте-
рина. Уровень триглицеридов периферической 
крови повышался у 14,3% мужчин среднего воз-
раста с псориазом легкой степени тяжести, у 
19,7%  – с тяжелым псориазом; 10% женщин с 
псориазом легкой степени тяжести, у 26,7% жен-
щин с псориазом средней степени тяжести и 
21,4% женщин с тяжелым псориазом.

У 7,7% женщин пожилого возраста больных 
псориазом тяжелой степени тяжести выявлено 
превышение нормативного показателя холесте-
рина. У пациентов 60-74 лет выявлено превы-
шение нормативного показателя уровня тригли-
церидов периферической крови: у 20,8% мужчин 
среднего возраста с псориазом средней степени 
тяжести, у 34,1% – с тяжелым псориазом; у 14,3% 
женщин с псориазом средней степени тяжести и 
23,1% женщин с тяжелым псориазом.

Повышение показателя С-реактивного белка 
наблюдалось только у 23,3% женщин среднего 
возраста с псориазом средней степени тяжести; 
у 29,1% мужчин пожилого возраста с псориазом 
средней степени тяжести. У 32,1% женщин 60-74 
лет с псориазом средней степени тяжести и 46,2% 
женщин пожилого возраста с тяжелым псориазом 
наблюдалось повышение С-реактивного белка. 

Выводы
Повышение уровня СОЭ у больных псориа-

зом свидетельствует о наличии системного вос-
паления. С увеличением степени тяжести псо-
риаза и возраста у большего количества больных 
наблюдалось увеличение скорости оседания эри-
троцитов. 

Особое значение имеет оценка состояния ме-
таболизма билирубина. Превышение показателя 
общего билирубина чаще выявлялось у больных 
псориазом молодого возраста, были более выра-
жены у пациентов с тяжелой степенью тяжести 
псориаза.

Псориаз может быть фактором риска развития 
атеросклероза, что согласуется с представления-
ми об участии хронического субклинического 
системного воспаления в развитии заболевания. 
Дислипидемия у больных псориазом в Челябин-
ской области чаще наблюдалась у мужчин и жен-
щин среднего и пожилого возраста и была более 
выражена у больных со среднетяжелым псориа-
зом.

Таким образом, метаболические нарушения, 
лежащие в основе патогенеза псориаза, способ-
ствуют развитию системного воспаления, кото-
рое ассоциируется с более тяжелыми проявле
ниями псориаза.
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ПОВЫШЕНИЕ ОТНОСИТЕЛЬНОГО КОЛИЧЕСТВА  
CD5+ КЛЕТОК СРЕДИ ILC2 У ПАЦИЕНТОВ 
С РЕВМАТОИДНОМ АРТРИТОМ
Боева О.С.1, Борисевич В.И.2, Аббассова В.С.2, Козлов В.А.1, 
Королев М.А.3, Омельченко В.О.3, Курочкина Ю.Д.3, Рыбакова А.Д.3, 
Пашкина Е.А.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Новосибирск, Россия  
3 Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной лимфологии – филиал ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр “Институт цитологии и генетики” Сибирского отделения 
Российской академии наук», г. Новосибирск, Россия

Резюме. Врожденные лимфоидные клетки (ILC)  – это врожденные аналоги лимфоцитов, кото-
рые не экспрессируют антигенспецифические рецепторы и в основном находятся в тканях и слизи-
стых. Среди ILC выделяют три группы на основе факторов транскрипции и цитокинов, которые они 
секретируют. Группа ILC1 продуцирует интерферон (IFN)-γ в ответ на IL-12 и зависит от фактора 
транскрипции T-bet; группа 2 ILC (ILC2) преимущественно продуцирует цитокины 2-го типа (IL-5, 
IL-4, IL-9 и IL-13) в ответ на IL-33, IL-25 и тимический стромальный лимфопоэтин (TSLP) и зави-
сит от GATA3; группа 3 ILC включает ILC3 и клетки-индукторы лимфоидной ткани (LTi). Послед-
няя группа секретирует IL-17 и IL-22 в ответ на IL-1β и IL-23 и функционально зависит от RORγt. 
Сравнительно недавно в периферической крови были обнаружены ранние предшественники ILC, 
которые были определены по маркеру CD5 и, вероятно, имеют тимическое происхождение. Данные 
клетки могут по потребности выходить в кровяное русло (подобно моноцитам), перемещаться с то-
ком крови в ткани, для последующей дифференцировки в зрелый фенотип. В данной работе нами 
проведена оценка содержания CD5+ILC2 в периферической крови у пациентов с ревматоидным ар-
тритом (РА), для которых характерно хроническое воспаление в суставах и неконтролируемая кле-
точная пролиферация для поддержания воспаления. В работе мы использовали периферическую 
кровь от пациентов с РА (n = 7) и условно здоровых доноров (n = 13). Полученные мононуклеарные 
клетки периферической крови (МНК ПК) окрашивали следующей панелью антител: анти-Lineage 
(CD2/3/14/16/19/20/56/235a), антиCD11c и анти-FceR1-alpha-FITC, анти-CD294-PE, анти-CD127-
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PerCP/Cy5.5, антиCD117-APC, анти-CD5-BV-450. ILC определялись как Lin-CD127+, CD294+ILC 
были идентифированы как ILC2. Также была оценена доля CD5+ клеток среди ILC2. Фенотип кле-
ток анализировали на проточном цитофлуориметре. Нами показано, что доля ILC2 среди всех клеток 
МНК ПК была достоверно ниже у пациентов с РА по сравнению с группой доноров, а количество 
CD5+ILC2 среди ILC2 достоверно выше CD5+ILC2-клеток по сравнению с группой контроля. Полу-
ченные результаты являются уникальными и представляют нам новые данные об изменении процен-
та ILC2 среди МНК ПК и CD5+ILC2 среди ILC2. 

Ключевые слова: врожденный иммунитет, ревматоидный артрит, врожденные лимфоидные клетки, аутоиммунные 
заболевания, ILC

INCREASED RELATIVE CD5+ILC2 COUNTS IN PATIENTS WITH 
RHEUMATOID ARTHRITIS
Boeva O.S.a, Borisevich V.I.b, Abbasova V.S.b, Kozlov V.A.a, 
Korolev M.A.c, Omelchenko V.O.c, Kurochkina Yu.D.c, Rybakova A.D.c, 
Pashkina E.A.a 
a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russian Federation  
c Research Institute of Clinical and Experimental Lymрhology, Branch of the Institute of Cytology and Genetics,  
Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russian Federation 

Abstract. Innate lymphoid cells (ILCs) are the innate analogues of lymphocytes that do not express antigen-
specific receptors and are primarily found in tissues and mucosa. ILCs are divided into three groups based on 
the transcription factors and cytokines they secrete. Group 1 ILCs produce interferon (IFN)-γ in response to 
IL-12 and are dependent on the transcription factor T-bet; group 2 ILCs (ILC2s) predominantly produce type 
2 cytokines (IL-5, IL-4, IL-9, and IL-13) in response to IL-33, IL-25, and thymic stromal lymphopoietin 
(TSLP) and are dependent on GATA3. Group 3 ILCs include ILC3s and lymphoid tissue inducer cells (LTi). 
The latter group secretes IL-17 and IL-22 in response to IL-1β and IL-23 and functionally depends on RORγt. 
Recently, early ILC precursors were found in peripheral blood, which were defined by the CD5 marker and are 
likely to be of thymic origin. These cells can, on demand, enter the bloodstream (like monocytes), move with 
the blood flow into tissues for subsequent differentiation into a mature phenotype. In this work, we assessed the 
content of CD5+ILC2 in peripheral blood of patients with rheumatoid arthritis (RA), which is characterized 
by chronic inflammation in the joints and uncontrolled cell proliferation, thus maintaining the inflammatory 
events. In this work, we used peripheral blood from patients with RA (n = 7) and conditionally healthy donors 
(n = 13). The obtained peripheral blood mononuclear cells (PBMPs) were stained with the following panel 
of antibodies: anti-lineage (CD2/3/14/16/19/20/56/235a), antiCD11c and anti-FceR1 alpha-FITC, anti-
CD294-PE, anti-CD127-PerCP/Cy5.5, antiCD117-APC, anti-CD5-BV-450. Innate lymphoid cells were 
defined as Lin-CD127+, CD294+ILCs were identified as ILC2. The proportion of CD5+ cells among ILC2 was 
also evaluated. The cell phenotype was analyzed by flow cytometry. We showed that the proportion of ILC2 
among all PBMPs was significantly lower in patients with RA compared to the donor group, and the number of 
CD5+ILC2 among ILC2 was significantly higher than in the control group. The obtained results are unique and 
provide us with new data on the changing percentage of ILC2 among PC MNCs and CD5+ILC2 among ILC2.

Keywords: innate immunity, rheumatoid arthritis, innate lymphoid cells, autoimmune diseases
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Введение 
Предпосылки к изучению врожденных лим-

фоидных клеток (ILC) появились еще с прошло-
го столетия (открытие NK и LTi), однако более 
полная характеристика ILC была описана в нача-
ле нашего столетия. Данное открытие внесло но-
вое представление о врожденном иммунитете. За 
последние 10 лет было показано, что ILC играют 
важную роль при различных заболеваниях, уча-
ствуют в противоаллергическом, в противоопу-
холевом и в аутоиммунитете [5]. 

ILC является одной из важных субпопуляций 
во врожденном иммунитете, которая играет зна-
чительную роль при активации иммунного отве-
та, путем более быстрой и в большем количестве 
продукцией цитокинов, в отличие от CD4+T-
клеток. Еще одним важным отличием от попу-
ляции Т-хелперов является отсутствие антиген-
специфических рецепторов (TCR) [12]. 

ILC подразделяют на три группы на осно-
ве экспрессии специфических факторов транс-
крипции, поверхностных молекул и ключевых 
цитокинов, которые они секретируют. Группа 
ILC1, которая включает NK-клетки и ILC1, про-
дуцирует интерферон IFNγ в ответ на IL-12 и за-
висит от фактора транскрипции T-bet; группа 2 
ILC (ILC2) преимущественно продуцирует цито-
кины 2-го типа (IL-5, IL-4, IL-9 и IL-13) в ответ 
на IL- 33, IL-25 и тимический стромальный лим-
фопоэтин (TSLP) и зависит от GATA3; группа 3 
ILC включает ILC3 и клетки-индукторы лимфо-
идной ткани (LTi). Последняя группа секретирует 
IL-17 и IL-22 в ответ на IL-1β и IL-23 и функцио-
нально зависит от RORγt [10]. 

Известно, что ILC  – это тканерезидентная 
группа клеток, которая способна активно пере-
мещаться в органы и ткани через кровь во время 
развития воспаления и инфекции [3]. Было пока-
зано, что у человека были обнаружены незрелые 
ILC в периферической крови, которые, вероят-
но, мигрируют из лимфоидных органов в ткани, 
чтобы начать дифференцироваться в зрелый фе-
нотип. Среди незрелых ILC человека выделяют 
следующие популяции, которые могут быть об-
наружены в периферической крови: CD5+ILC и 
СD117+ILC [3]. 

В данной работе мы провели оценку содержа-
ния незрелых ILC2 в периферической крови, так 
как, согласно литературным данным, количество 
незрелых форм ILC достоверно выше именно в 
крови. Нами была выдвинута гипотеза, что при 
системном аутоиммунном воспалении количе-
ство незрелых ILC будет выше, чем у условно 
здоровых доноров. В качестве примера нами был 
выбран РА как одно из наиболее распространен-
ных аутоиммунных заболеваний. И в качестве 
маркера незрелых ILC2 мы выбрали CD5.

Материалы и методы
Материалом исследования служила перифе-

рическая венозная кровь, получаемая от паци-
ентов с РА (n  =  7) и условно здоровых доноров 
(n  =  13). Кровь пациентов с РА была получена 
из отделения ревматологии клиники НИИКЭЛ 
(Филиал ИЦИГ СО РАН). Критерием включе-
ния считалось наличие диагноза «РА». Диагноз 
«РА» выставлялся в соответствии с клинически-
ми критериями ACR/EULAR) 2010 г. Средний 
возраст пациентов составил 43,85±3,36 и услов-
но здоровых доноров 33,53±3,14 соответственно. 
Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли из 
периферической крови (ПК) в градиенте плот-
ности фиколл-урографина. Затем МНК окраши-
вали следующей панелью антител: анти-Lineage 
(CD2/3/14/16/19/20/56/235a), антиCD11c и 
анти-FceR1-alpha-FITC, анти-CD294-PE, анти-
CD127-PerCP/Cy5.5, анти-CD117-APC, анти-
CD5-BV-450. ILC определялись как Lin-CD127+, 
CD294+ILC были идентифированы как ILC2. 
Также была оценена доля CD5+ клеток среди 
ILC2. Фенотип клеток анализировали на про-
точном цитофлуориметре на проточном ци-
тофлуориметре LongCyte (Challenbio, Китай). 
Статистический анализ данных проводился с ис-
пользованием пакета программ GraphPad Prism 
9.3.1 (GraphPad, США). Поскольку распределе-
ние параметров в группах отличалось от нормаль-
ного, применялись методы непараметрической 
статистики. Для оценки значимости различий 
между группами пациентов и условно здоровых 
доноров использовался критерий Манна–Уитни. 

Результаты и обсуждение
Изначально нами было оценено количество 

ILC2 среди всех клеток МНК ПК. Относитель-
ное количество ILC2 было достоверно ниже у 
пациентов с РА по сравнению с группой доноров 
(рис.  1). При оценке незрелых ILC среди ILC2 
нами были получены достоверные различия, в 
группе пациентов с РА обнаружено достоверное 
увеличение CD5+ILC2 клеток по сравнению с 
группой контроля (рис. 2). 

Изначально предполагалось, что местом про-
исхождения ILC является костный мозг, од-
нако, согласно последним данным, ILC могут 
образовываться и в иных тканях  [7]. Согласно 
современным данным ILC могут развиваться во 
вторичных лимфоидных тканях и собственной 
пластинке кишечника, а также ILC были найде-
ны в тимусе, что, возможно, связано с их проис-
хождением именно в этом органе [9, 13].

В работе R. Jones и соавт. было показано, 
что ILC2 составляют основную субпопуляцию 
ILC в тимусе взрослого человека, так как было 
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Рисунок 1. Процент ILC2 среди мононуклеарных клеток 
периферической крови
Примечание. * – достоверные различия по сравнению 
с донорами.
Figure 1. Percentage of ILC2 among peripheral blood 
mononuclear cells
Note. *, significant differences compared with donors.

Рисунок 2. Процент клеток CD5+ILC2 среди ILC2
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Percentage of CD5+ILC2 cells among ILC2
Note. As for Figure 1.
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обнаружено, что ILC2 активно заселяют ти-
мус после рождения, являясь источником Th2-
цитокинов [8].  ILC2 секретируют как IL-5, так и 
IL-13, таким образом влияя на развитие Т-клеток, 
так как эти цитокины направляют дифференци-
ровку тимоцитов в сторону миелоидного рост-
ка  [4, 6]. Также данные цитокины активируют и 
медуллярный эпителий и способствуют выходу 
зрелых Т-клеток. Так как ILC2 являются основ-

ной популяцией ILC тимуса у взрослых мышей, 
возможно, что ILC2 могут участвовать в восста-
новлении микроокружения тимуса после раз-
личных инфекций  [6, 8]. Сравнительно недавно 
в исследовании M. Nagasawa и соавт. были обна-
ружены CD5+ILC2 в тимусе, которые оказались 
незрелыми предшественниками ILC2 и вероят-
но, могут являться тимическими ILC  [9]. Дока-
зательством того, что данные клетки являются 
функционально незрелыми ILC2, являлось то, 
что CD5+ILC не экспрессировали ни один из ге-
нов цитокинов ILC после стимуляции, тогда как 
CD5-ILC2, полученные в ходе дифференцировки 
предыдущих, экспрессировали сигнатурные ци-
токины, характерные для 2-го типа ILC. Вероят-
но, дифференцировка незрелых ILC2 происходит 
в тканях, в которых развивается воспаление. На-
пример, было показано, что у пациентов с хро-
ническими полипами носа, при которых проис-
ходит значительное увеличение ILC2, не было 
обнаружено CD5+ILC2. То есть CD5+ILC нахо-
дятся в периферической крови, а также в высоко-
васкуляризированных тканях, таких как тимус, 
селезенка и легкие [9]. 

Согласно нашим данным, было получено, что 
при РА относительное количество ILC2 среди 
популяции МНК ПК достоверно ниже в груп-
пе пациентов по сравнению с группой доноров. 
Данные, полученные в ходе работы, не противо-
речат литературным данным. Действительно, 
снижение ILC2 в ПК среди МНК можно объ-
яснить тем, что большее количество зрелых ILC 
мигрирует в ткани сустава, так как было показа-
но, что в мышиной модели РА, количество ILC2 
в тканях сустава значительно выше, чем в группе 
контроля  [11]. Дополнительно эти данные со-
гласуются с нашими предыдущими данными о 
снижении ILC2 [1], но не согласуются с данными 
работы [14]. T. Wang и соавт. продемонстрирова-
ли, что в группе пациентов с РА были более высо-
кие уровни ILC2 пациентов, чем в группе доно-
ров. Данное явление можно объяснить тем, что 
в этой работе группа пациентов, которая вошла в 
исследуемую группу, не использовала в качестве 
терапии генно-инженерную биологию терапию 
(ГИБП), которая, как известно, снижает ILC2 у 
пациентов с РА, что было показано в нашей ра-
боте [2]. Увеличение CD5+ILC2 в ПК пациентов 
с РА, вероятно, может быть связано с влиянием 
воспаления при РА для последующей миграции 
этих незрелых клеток в очаг воспаления и после-
дующей дифференцировки в зрелый фенотип. 
Данная гипотеза была предположена в работе 
A. Alisjahbana и соавт. [3]. Авторы полагают, что 
CD5+ILC являются «сторожевыми», которые мо-
гут подобно моноцитам мигрировать в воспали-
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тельную ткань и там дифференцироваться в зре-
лую популяцию [3].

ILC2 играют определенную роль в поддер-
жании гомеостаза тканей как в норме, так и 
при патологии. При РА уменьшение процента 
ILC2 среди МНК ПК может влиять негативно 
на разрешение воспаления, а увеличение доли 
CD5+ILC2 среди ILC2 может указывать на то, что 
происходит выход незрелых форм ILC для после-
дующей миграции в очаг воспаления. Данное ис-
следование предоставляет нам новые данные об 
изменении процента незрелых циркулирующих 

в периферической крови CD5+ILC2 среди ILC2 
у пациентов с РА. Однако на сегодняшний день 
остается открытым вопрос о роли данных клеток 
при развитии и поддержании воспаления у паци-
ентов с вышеупомянутой патологией.

Заключение
Таким образом, увеличение CD5+ILC2 среди 

ILC2 и снижение ILC2 среди МНК ПК может 
свидетельствовать о возможном участии этих 
клеток в патогенезе ревматоидного артрита.
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Резюме. Гиперфункция ангиопоэтин-подобных белков (АППБ), участвующих в поддержании хро-
нического воспаления, может вести к прогрессированию артропатий различного генеза. Цель иссле-
дования – определение взаимосвязи сывороточного уровня ангиопоэтин-подобных белков 2-го, 3-го 
и 4-го типов с клинико-лабораторным характеристиками остеоартрита (ОА) и коморбидными состо-
яниями. Было обследовано 42 больных ОА (женщин 78,6%, в возрасте 59,2±8,7 года и длительностью 
заболевания 8,9±5,5 года). Более выраженное поражение суставов (при оценке рентгенологической 
стадии) сопровождалось повышением уровня АППБ 4-го типа (p = 0,014). В группе больных ОА с 
наличием синовита были отмечены достоверно более высокие показатели АППБ 2-го и 4-го типов, 
чем у пациентов без явлений синовита (р = 0,039 и р = 0,021 соответственно). Содержание АППБ 4-го 
типа также было достоверно выше и у пациентов с высокими показателями СОЭ и С-реактивного 
белка (СРБ) (р = 0,018). Коморбидный фон больных ОА в основном характеризовался ожирением 
(40,5%), артериальной гипертензией (АГ) (38%) и наличием метаболического синдрома (МС) (31%). 
Содержание АППБ 3-го типа у пациентов с МС было выше, чем у больных ОА без МС (р = 0.024). Со-
держание АППБ 4-го типа у пациентов с ожирением было выше, чем у больных ОА с нормальной мас-
сой тела (р = 0,027), а показатель АППБ 3-го типа в данной группе не достиг уровня статистической 
значимости (р  =  0,052). Проведенный дисперсионный анализ также продемонстрировал значимое 
влияние степени ожирения на уровень АППБ 4-го типа (p = 0,034). Уровни АППБ 2-го, 3-го и 4-го 
типов в группах больных ОА с/без АГ не различались (р = 0,11, р = 0,055 и р = 0,09 соответственно), но 
при сравнении пациентов с различной степенью АГ разница в содержании АППБ 3-го типа достигла 
уровня статистической значимости (p = 0,049). Таким образом, АППБ демонстрируют различную за-
висимость от особенностей коморбидного фона у пациентов с ОА: АППБ 2-го типа ассоциируется с 
воспалительными процессами в суставах, АППБ 3-го типа с наличием МС и выраженностью АГ, а 
АППБ 4-го типа – с ожирением, воспалением и тяжестью поражения суставов.
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Abstract. Hyperactivity of angiopoietin-like proteins (ANGPTL) involved in persistence of chronic 
inflammation may lead to progression of different arthropathies. The purpose of the study was to evaluate 
interrelations between serum angiopoietin-like proteins types 2, 3 and 4 with clinical and laboratory 
characteristics of osteoarthritis (ОА) and comorbid conditions. We have examined 42 OA patients (females, 
78.6%; aged 59.2±8.7 years; mean disease duration of 8.9±5.5 years) More severe joint damage (assessed as 
radiological stage) was accompanied by an increased levels of ANGPTL type 4 (p  =  0.014). The group of 
OA patients with synovitis had significantly higher rates of type 2 and type 4 ANGPTL than patients without 
synovitis (p = 0.039 and p = 0.021, respectively). The content of type 4 ANGPTL was also significantly higher in 
patients with increased values of ESR and C-reactive protein (CRP) (p = 0.018). The associated co-morbidities 
in OA patients were as follows: obesity (40.5%), arterial hypertension (AH) (38%) and features of metabolic 
syndrome (MetS) (31%). The levels of type 3 ANGPTL in patients with MetS was higher than in OA patients 
without MetS (p = 0.024). The levels of type 4 ANGPTL in obese patients was higher than in OA patients with 
normal body weight (p = 0.027), and the contents of type 3 ANGPTL in this group did not reach the level of 
statistical significance (p = 0.052). The dispersion analysis also showed a significant effect of obesity degree 
on the level of type 4 ANGPTL (p = 0.034). The levels of ANGPTL types 2, 3 and 4 did not differ between 
the groups of OA patients with/without AH (p = 0.11, p = 0.055 and p = 0.09, respectively). However, when 
comparing patients with different degrees of AH, the difference in ANGPTL type 3 levels reached the level 
of statistical significance (p = 0.049). In summary, ANGPTLs showed different dependence on the comorbid 
background in patients with OA: type 2 ANGPTL is associated with inflammatory processes in joints; type 3 
ANGPTL correlates with presence of MetS and severity of AH. Type 4 ANGPTL is associated with obesity, 
inflammation and severity of joint damage.
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Введение
Остеоартроз (ОА) – наиболее распространен-

ное дегенеративное заболевание опорно-двига-
тельного аппарата, основными патологическими 
изменениями которого являются деформация и 
разрушение суставного хряща, ремоделирование 
субхондральной кости и умеренное воспаление 
синовиальной оболочки  [5]. Неуклонный еже-
годный рост заболеваемости ОА не только среди 
пожилого населения, но и в более молодых демо-
графических группах, накладывает значительное 
бремя на общественное здравоохранение [2, 15].

Сложный этиопатогенез ОА включает старе-
ние, ожирение, биомеханические, иммунные и 
генетические факторы, а также изменения гор-
монального фона и провоспалительные меди-
аторы  [7, 13]. Несколько клеточных и молеку-
лярных процессов участвуют в патологических 
изменениях при ОА, однако основные молеку-
лярные регуляторы этих процессов до сих пор не-
ясны [12]. Известно, что ангиопоэтин-подобные 
белки (АППБ; известно восемь типов белков) 

участвуют в восстановлении и ремоделировании 
поврежденных тканей, но гиперфункция неко-
торых типов АППБ также может вызывать и/или 
поддерживать хроническое воспаление, приво-
дящее к прогрессированию артропатий различ-
ного генеза. Действие АППБ 2-го типа (АППБ-2) 
часто выражено в процессах, связанных со ста-
рением, ожирением, хронической гипоксией, а 
также эндотелиальной дисфункцией и развитием 
атеросклероза  [12], АППБ 3-го типа (АППБ-3) 
ингибирует гидролиз триглицеридов липопро-
теинлипазой и облегчает прогрессирование ан-
гиогенеза через связь с рецептором интегрина 
ανβ3 [4], а АППБ 4-го типа (АППБ-4) участвует в 
воспалении, процессах резорбции костной ткани 
и деградации хряща, ангиогенезе и проницаемо-
сти сосудов [1, 9].

На фоне слабовыраженного хронического 
воспаления при ОА чрезмерной деградации хря-
ща способствует семейство матриксных метал-
лопротеиназ (путем разрушения сети коллагена 
хряща II типа)  [10], а прогрессирование заболе-
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вания тесно связано с повышенной экспрессией 
воспалительных цитокинов (IL-1β, IL-6, TNFα) в 
хряще и суставной жидкости, причем активность 
данных процессов может регулироваться АППБ-
2 через сигнальные пути NF-κB и p38 MAPK че-
рез интегрин α5β1  [12]. И если негативная роль 
АППБ-2 и АППБ-4 в патогенезе ОА признает-
ся [16], то роль АППБ-3 в хондрогенезе или реге-
нерации хряща в настоящий момент окончатель-
но не определена.

Цель исследования – определение взаимосвя-
зи сывороточного уровня ангиопоэтин-подоб-
ных белков 2-го, 3-го и 4-го типов с клинико-ла-
бораторным характеристиками остеоартрита и 
коморбидными состояниями.

Материалы и методы
В исследование были включены 42 больных 

ОА (женщин 78,6%, работающие 50%, с инва-
лидностью 14,3%). Средний возраст пациентов 
составлял 59,2±8,7 года, средняя длительность 
заболевания  – 8,9±5,5 года. Генерализованная 
форма ОА отмечена у 76,2%; рентгенологическая 
стадия I – у 28,6%, II – у 33,3%, III – у 26,2%. Яв-
ления синовита были зарегистрированы у 28,6% 
больных ОА, наличие метаболического синдрома 
(МС) – у 31%, ожирение различной степени – у 
40,5% (8 пациентов с I, 7 со II и 2 с III степенью 
ожирения). Диагностику МС проводили по кри-
териям Международной Диабетической Федера-
ции (IDF) 2006 года. Индекс массы тела (ИМТ) 
был рассчитан по формуле Кеттле (вес/ рост2). 
Образцы сыворотки крови пациентов с ОА были 
проанализированы с помощью иммунофермент-
ного метода на содержание АППБ 2-го, 3-го, 
4-го типов (использовали коммерческие тест-
системы производства фирм RayBiotech, США и 
Cloud-Clone Corp., КНР). С-реактивный белок 
(СРБ) определяли методом латекс-агглютинации 
(норма – ≤ 6 мг/л), СОЭ (мм/ч) – по методу Ве-
стергрена (норма для лиц старше 50 лет: мужчи-
ны – <  20  мм/ч, женщины – < 30 мм/ч). Стан-
дартные методы биохимического исследования 
крови были использованы для определения ак-
тивности аминотрансфераз, уровня холестерина 
(ХС), глюкозы крови (натощак), триглицеридов 
(ТГ), билирубина, креатинина общего белка и др.

Все статистические анализы проведены с 
использованием программного обеспечения 
Microsoft Excel и Statistica 10.0 (StatSoft Inc., 
США). При представлении данных описательной 
статистики использовали M±SD (среднее значе-
ние ± стандартное отклонение). Категориальные 
переменные представлены в процентах (%). Ис-
пользовали непараметрические методы анализа. 
Связь между количественными показателями 
рассчитывали с помощью корреляционного теста 
Спирмена (ρ). При определении межгрупповых 

различий использовали тест Манна–Уитни для 
независимых выборок, для множественных оце-
нок содержания АППБ (≥ 3 групп) был применен 
непараметрический дисперсионный анализ Кра-
скела–Уоллиса (H-тест). Значение р < 0,05 счита-
лось статистически значимым.

Результаты и обсуждение
Средние показатели содержания АППБ в 

сыворотке крови пациентов с ОА составили: 
3,63±1,92 нг/мл для АППБ-2, 466±272 нг/мл 
для АППБ-3 и 409±219 нг/мл для АППБ-4. Из 
всех представленных АППБ только АППБ-2 и 
АППБ-3 коррелировали между собой (ρ  =  0,32, 
р  =  0,041). АППБ-2 достоверно коррелировал с 
длительностью заболевания (ρ = 0,35, р = 0,02), 
уровнем глюкозы в крови (ρ  =  0,44, р  =  0,003), 
билирубином (ρ  =  0,27, р  =  0,048) и ИМТ 
(ρ  =  0,29, р  =  0,043); АППБ-3 коррелировал с 
уровнем глюкозы в крови (ρ  =  0,34, р  =  0,025), 
СРБ (ρ = 0,29, р = 0,05), креатинином (ρ = 0,34, 
р = 0,028), АСТ (ρ = 0,29, р = 0,047), общим хо-
лестерином (ρ = 0,37, р = 0,019) и ИМТ (ρ = 0,38, 
р  =  0,02); АППБ-4 положительно коррелировал 
с СРБ (ρ  =  0,38, р  =  0,013), уровнем глюкозы в 
крови (ρ = 0,29, р = 0,05), ТГ (ρ = 0,3, р = 0,027), 
общим белком (ρ = 0,32, р = 0,05) и отрицательно 
с возрастом (ρ = -0,33, р = 0,034) и уровнем липо-
протеидов высокой плотности (ЛПВП) (ρ = 0,4, 
р = 0,009).

Показатели АППБ у пациентов с ОА не раз-
личались в зависимости от формы заболевания 
(р > 0,05 для всех типов). У больных первичным 
генерализованным ОА наиболее часто отмеча-
ли поражение трех и более групп суставов (ки-
сти, позвоночник, коленные и тазобедренные 
суставы). Более выраженное поражение суста-
вов (при оценке рентгенологической стадии) 
сопровождалось повышением уровня АППБ-4 
(H-тест = 10,6, p = 0,014).

Посредством различных воспалительных 
цитокинов и медиаторов воспаление способно 
играть значимую роль в патогенезе ОА. АППБ 
различных типов и в различной степени могут 
способствовать хроническому воспалению су-
ставного хряща и деградации хрящевого матрик-
са [12]. При оценке активности воспалительного 
процесса у больных ОА, включенных в исследо-
вание, ориентировались, в первую очередь, на 
наличие синовита и лабораторные показатели, 
характеризующие воспаление, такие как СОЭ и 
СРБ. В группе больных ОА с наличием синови-
та были отмечены достоверно более высокие по-
казатели АППБ-2 и АППБ-4, чем у пациентов 
без явлений синовита (р = 0,039 и р = 0,021 со-
ответственно). Содержание АППБ-4 также было 
достоверно выше и у пациентов с высокими по-
казателями СОЭ и СРБ (р = 0,018) (табл. 1). Про-



1012

Aleksandrov V.A. et al.
Александров В.А. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

верка наличия нелинейной зависимости между 
АППБ и маркерами воспаления (метод наимень-
ших квадратов) показала только влияние СРБ на 
АППБ-2 (р = 0,04).

Ранее было показано, что на фоне хрониче-
ского воспаления гиперхолестеринемия может 
способствовать развитию ОА через окислитель-
ный стресс и апоптоз хондроцитов, поэтому 
снижение уровня ХС показано пациентам с ОА, 
у которых наблюдается как дислипидемия, так и 
воспаление  [17]. Данные корреляционного ана-
лиза продемонстрировали у больных ОА связь 
изучаемых АППБ с лабораторными показате-
лями, характеризующими МС (глюкоза крови, 
ТГ, ХС). При оценке коэффициентов уравнения 
нелинейной зависимости из всех представлен-

ных маркеров МС только глюкоза крови оказы-
вала значимое влияние на содержание АППБ-3 
и АППБ-4 (р = 0,026 и р = 0,01 соответственно). 
МС был диагностирован у 31% больных ОА. Со-
держание АППБ-3 у пациентов с МС было выше, 
чем у больных ОА без МС (р  =  0.024), уровни 
АППБ-2 имели тенденцию к росту при наличии 
МС (р = 0,07), а показатели АППБ-4 значимо не 
различались в данных группах (р > 0,05) (табл. 1).

В 40,5% случаев у больных ОА было выявле-
но ожирение. Содержание АППБ-4 у пациентов 
с ожирением было выше, чем у больных ОА с 
нормальной массой тела (р = 0,027), показатель 
АППБ-3 не достиг уровня статистической значи-
мости (р = 0,052) (табл. 1). Проведенный диспер-
сионный анализ также продемонстрировал зна-

ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ АНГИОПОЭТИН-ПОДОБНЫХ БЕЛКОВ 2-ГО, 3-ГО И 4-ГО ТИПОВ (НГ/МЛ) В ГРУППАХ БОЛЬНЫХ ОА

TABLE 1. LEVELS OF ANGIOPOIETIN-LIKE PROTEINS TYPES 2, 3 AND 4 (NG/ML) IN GROUPS OF PATIENTS WITH OA

Показатели
Parameters

АППБ-2
ANGPTL2

АППБ-3
ANGPTL3

АППБ-4
ANGPTL4

ОА с синовитом 
OA with synovitis
(n = 12)
ОА без синовита
OA without synovitis
(n = 30)

4,65±2,09

3,22±1,71*

594±310

415±242

588±295

337±128*

ОА с высокими значениями СОЭ/СРБ
OA with high ESR/CRP values
(n = 8)
ОА со значениями СОЭ/СРБ в пределах 
нормы
OA with ESR/CRP values within normal limits
(n = 34)

5,01±2,42

3,31±1,66

650±313

422±246

632±310

356±156*

ОА с МС
OA with MetS
(n = 13)
ОА без МС
OA without MetS
(n = 29)

4,16±1,56

3,39±0,04

574±205

418±268*

427±242

401±213

ОА с ожирением
OA with obesity
(n = 17)
ОА без ожирения
OA without obesity
(n = 25)

3,76±1,25

3,76±1,25

513±229

434±297*

487±238

356±193*

ОА с АГ
OA with AH
(n = 16)
ОА без АГ
OA without AH
(n = 26)

4,35±2,26

3,18±1,55

592±319

388±208*

496±277

354±158

Примечание. ОА – остеоартрит, АППБ – ангиопоэтин-подобный белок, СОЭ – скорость оседания эритроцитов, 
СРБ – С-реактивный белок, МС – метаболический синдром, АГ – артериальная гипертензия. M±SD – среднее 
и стандартное отклонение, * – статистически значимые различия в подгруппах.

Note. OA, osteoarthritis; ANGPTL, angiopoietin-like protein; ESR, erythrocyte sedimentation rate; CRP – C-reactive protein; MetS – 
metabolic syndrome; AH, arterial hypertension. M±SD, mean and standard deviation; *, statistically significant differences in 
subgroups.
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чимое влияние ожирения на уровень АППБ-4. 
Были получены данные о достоверных различиях 
показателей АППБ-4 у пациентов с ОА без ожи-
рения (n = 25), первой (n = 8), второй (n = 7) и тре-
тьей (n = 2) степенью ожирения (H-тест = 8,66, 
p = 0,034). Уровни АППБ-2 и АППБ-3 в данных 
группах не различались (р > 0,05).

Практически каждый второй больной ОА 
имеет сочетанную патологию, в структуре кото-
рой лидирующее положение наряду с ожирением 
занимают артериальная гипертензия, атероскле-
роз и ассоциированные с ними состояния [2]. В 
38% случаев у пациентов с ОА отмечалось нали-
чие артериальной гипертензии (АГ) различной 
степени выраженности. Уровни АППБ 2-го, 3-го 
и 4-го типов в группах больных ОА с/без АГ не 
различались (р = 0,11, р = 0,055 и р = 0,09 соот-
ветственно), но при сравнении пациентов с раз-
личной степенью АГ (легкая – 7, средняя – 6 и 
тяжелая  – 3 человека) различия в содержании 
АППБ-3 достигли уровня статистической значи-
мости (H-тест = 7,83, p = 0,049).

В целом, АППБ демонстрируют различную 
зависимость от особенностей коморбидного 
фона у пациентов с ОА: АППБ-2 ассоциируется с 
воспалительными процессами в суставах, АППБ-
3 с наличием МС и выраженностью АГ, а АППБ-
4  – с ожирением, воспалением и тяжестью по-
ражения суставов. АППБ-4 представляет собой 
многогранный секреторный белок с преимуще-
ственной экспрессией в жировой ткани и пече-
ни, способный не только играть важную роль в 
воспалении [3], метаболизме липидов и глюкозы, 
но и демонстрирующий связь с тяжестью ОА [11]. 

Было обнаружено существенное различие в экс-
прессии АППБ-4 в хондроцитах больных ОА по 
сравнению со здоровыми лицами [6]. Установле-
но, что подавление АППБ-4 (в моделях на живот-
ных) снижает воспаление и апоптоз хондроцитов, 
вызванные TNFα, а также снижает прогрессиро-
вание ОА посредством подавления сигнального 
пути сиртуина 1/NF-κB  [8]. Более того, пода-
вление АППБ-4 может предотвратить ожирение, 
вызванное диетой, уменьшить эктопическое на-
копление липидов и повысить чувствительность 
к инсулину и толерантность к глюкозе [14].

Продемонстрированные результаты исследо-
ваний в совокупности предполагают, что АППБ-
4, обладая способностью влиять на экспрессию 
провоспалительных цитокинов, хемокинов и 
других значимых для развития ОА медиаторов, 
может играть роль в прогрессировании воспа-
ления и характеризовать различные фенотипи-
ческие варианты данного заболевания. Точное 
определение роли АППБ-4 в развитии ОА имеет 
значение для поиска возможностей замедления 
прогрессирования заболевания, в том числе по-
средством разработки целевых терапевтических 
вмешательств.

Заключение
Таким образом, у пациентов с ОА на содержа-

ние АППБ значимое влияние оказывают ожи-
рение и наличие синовита, причем у больных с 
явлениями синовита на фоне выраженного вос-
паления (высокие показатели СОЭ и СРБ) отме-
чаются наиболее высокие показатели АППБ 4-го 
типа.
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ВЛИЯНИЕ ДЕФИЦИТА ВИТАМИНА D НА  
ЭФФЕКТИВНОСТЬ РЕАБИЛИТАЦИОННЫХ  
МЕРОПРИЯТИЙ У ПАЦИЕНТОВ  
С АНКИЛОЗИРУЮЩИМ СПОНДИЛИТОМ
Никитин М.В.1, Александрова Н.В.2, Алёхина И.Ю.3, Безуглов И.Д.4, 
Александров А.В.2, 4, Зборовская И.А.2
1 Cанаторно-курортный комплекс «Вулан» – научно-клинический филиал Национального медицинского 
исследовательского центра реабилитации и курортологии Министерства здравоохранения РФ, Москва, 
Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной ревматологии имени 
А.Б. Зборовского», г. Волгоград, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Ставропольский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Ставрополь, Россия  
4 ФГБОУ ВО «Волгоградский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Волгоград, Россия

Резюме. Низкая концентрация витамина D в крови ассоциируется с наличием, риском развития, 
активностью и более тяжелым течением анкилозирующего спондилита (АС). Для изучения влияния 
дефицита витамина D на эффективность реабилитационных мероприятий в условиях санаторно-ку-
рортного лечения было обследовано 58 пациентов с АС (мужчин 62,1%, возраст 48 (39-58) лет). Опре-
деление уровня витамина (25-ОН)D, гематологических индексов SII (systemic immune-inflammation 
index; SII  =  количество тромбоцитов ×  количество нейтрофилов/количество лимфоцитов) и SIRI 
(system inflammation response index; SIRI = количество нейтрофилов × количество моноцитов/количе-
ство лимфоцитов) проводилось по прибытию в санаторно-курортное учреждение и перед выпиской. 
Средний индекс активности заболевания BASDAI составил 3,0 (2,4-3,5) балла. Низкая активность 
АС определена у 31%, умеренная – у 69% пациентов. Исходный уровень витамина D отрицательно 
коррелировал с показателем интенсивности боли при ходьбе (VAS) (ρ = -0,44, р < 0,001), причем связь 
данных показателей при выписке сохранялась, но была менее выраженной (ρ = -0,27, р = 0,039). В 
общей группе больных АС дефицит витамина D (< 20 нг/мл) отмечался в 13,8%, а недостаточный уро-
вень (показатели в диапазоне 20-29 нг/мл) – в 25,9% случаев. У пациентов с нормальным (> 30 нг/ мл) 
и сниженным (≤  29 нг/мл) уровнем витамина D различия были отмечены для показателей VAS 
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(р = 0,0025), СОЭ (р = 0,040) и SIRI (р = 0,046). Все пациенты с АС были разделены на две группы: I 
(n = 26) – прибывшие на лечение из регионов с низким уровнем солнечной инсоляции; II (n = 32) – 
прибывшие на лечение из регионов с высоким уровнем солнечной инсоляции. На исходном уровне 
достоверно более низкое содержание витамина D было отмечено у больных АС в I группе (р = 0,040). 
Трехнедельное пребывание и лечение в санатории (территория с высоким уровнем солнечной инсо-
ляции) продемонстрировали повышение уровня витамина D (р = 0,027) и снижение интенсивности 
боли по VAS (р = 0,017) только у пациентов из группы II. Из маркеров воспаления только SIRI по-
казал достоверное снижение во II группе (р = 0,038) пациентов с АС в процессе лечения. Гематоло-
гический индекс SIRI объективно отражает динамику состояния пациентов с АС, прибывающих на 
санаторно-курортное лечение из различных по уровню солнечной инсоляции регионов.

Ключевые слова: анкилозирующий спондилит, витамин D, интенсивность боли, индекс системной воспалительной 
реакции, солнечная инсоляция, санаторно-курортное лечение

IMPACT OF VITAMIN D DEFICIENCY ON EFFICIENCY 
OF REHABILITATION PROGRAMS IN PATIENTS WITH 
ANKYLOSING SPONDYLITIS
Nikitin M.V.a, Aleksandrova N.V.b, Alekhina I.Yu.c, Bezuglov I.D.d, 
Aleksandrov A.V.b, d, Zborovskaya I.A.b
a Sanatorium and Resort Complex “Vulan”, Research and Clinical Branch of the National Medical Research Center 
of Rehabilitation and Balneology, Moscow, Russian Federation  
b А. Zborovsky Research Institute of Clinical and Experimental Rheumatology, Volgograd, Russian Federation  
с Stavropol State Medical University, Stavropol, Russian Federation  
d Volgograd State Medical University, Volgograd, Russian Federation

Abstract. Low blood vitamin D concentrations are associated with incidence, risk of development, activity 
and more severe clinical course of ankylosing spondylitis (AS). 58 patients with AS (males 62.1%, age 48 
(39-58) years) were examined to study the impact of vitamin D deficiency on the efficiency of rehabilitation 
measures under the programs of sanatorium and resort therapy. Determination (25-OH) of vitamin D level, 
haematological indices SII (systemic immune-inflammation index; SII = number of platelets × number of 
neutrophils/number of lymphocytes) and SIRI (systemic inflammation response index; SIRI  =  number of 
neutrophils × number of monocytes/number of lymphocytes) were performed on admission to the sanatorium 
and before discharge. The average BASDAI disease activity index was 3.0 (2.4-3.5) points. Low AS activity 
was documented in 31% and moderate activity, in 69% of patients. The baseline vitamin D levels showed 
negative correlation with pain intensity score (VAS, visual analog score) during walking (ρ = -0.44, p < 0.001). 
Association of these measures at discharge persisted but was less significant (ρ  =  -0.27, p  =  0.039). In the 
total group of AS patients, vitamin D deficiency (< 20 ng/mL) was observed in 13.8%, and mild deficiency 
levels (ranging from 20 to 29 ng/mL) have been revealed in 25.9% of cases. When comparing patients with 
normal (> 30 ng/mL) and reduced (≤ 29 ng/mL) vitamin D levels, significant differences were noted for VAS 
(p = 0.0025), ESR (p = 0.040) and SIRI (p = 0.046). All patients with AS were divided into two groups: Group 
I (n = 26) admitted for treatment from regions with low level of solar insolation; Group II (n = 32) arrived 
for treatment from regions with high insolation levels. Initially, a significantly lower vitamin D content was 
observed in AS patients in group I (p = 0.040). A three-week stay and treatment at the sanatorium (an area 
with high solar insolation) was associated with an increase in vitamin D levels (p = 0.027), and decreased VAS 
pain intensity (p = 0.017) only in group II patients. When testing the inflammatory markers, only SIRI showed 
a significant decrease in group II patients with AS in the course of treatment (p = 0.038). In conclusion, the 
hematological SIRI index objectively reflects clinical dynamics of AS patients arriving for sanatorium and 
resort therapy from the regions with different levels of solar insolation.

Keywords: ankylosing spondylitis, vitamin D, pain intensity, systemic inflammatory response index, solar insolation, sanatorium-
resort treatment
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Введение
Несмотря на современные достижения пер-

сонифицированной медицины, поиск новых 
маркеров ранних проявлений любого хрониче-
ского заболевания способен не только оказать 
помощь в диагностике, но и определяет цели 
для лечебных и, возможно, профилактических 
вмешательств [7]. Витамин D – стероидный гор-
мон с мощными иммуномодулирующими свой-
ствами  [17]. Низкая концентрация витамина D 
в крови ассоциируется с наличием, риском раз-
вития, активностью и более тяжелым течением 
ряда аутоиммунных ревматических заболеваний 
(АРЗ), в число которых входит и анкилозирую-
щий спондилит (АС)  [2]. Участвуя в активации 
макрофагов и дифференцировке макрофагов из 
моноцитов витамин D способен выполнять роль 
регулятора врожденного иммунитета  [20]. Ви-
тамин D может модулировать иммунный ответ, 
воздействуя на антигенпрезентирующие клетки, 
моноциты и естественные клетки-киллеры  [19], 
способствуя дифференцировке Tregs и подавляя 
экспрессию toll-подобных рецепторов и выработ-
ку воспалительных цитокинов моноцитами  [3]. 
Основной циркулирующей формой витамина D, 
используемой для определения его статуса, яв-
ляется 25(OH)D3, который важен для местного 
производства 1,25(OH)2D3. Витамин D выраба-
тывается локально моноцитами, действующими 
интракринным образом [9], что приводит к сдви-
гу иммунитета от воспалительного состояния к 
толерогенному. Дефицит витамина D связан с 
развитием аутоиммунной патологии [22], но в то 
же время воспаление при АРЗ может способство-
вать дополнительному снижению его уровня [13, 
16, 18]. Дефицит витамина D у пациентов вос-
палительными ревматическими заболеваниями 
зависит не только от активности заболевания, но 
и связан с уровнем инсоляции в регионе прожи-
вания [15].

Цель исследования – оценка уровня циркули-
рующего витамина D у больных анкилозирую-
щим спондилитом в процессе санаторно-курорт-
ного лечения.

Материалы и методы
Сохранение, а при необходимости и восста-

новление трудоспособности больных АС может 
быть достигнуто при проведении физической 
реабилитации в условиях санаторно-курортно-
го лечения (СКЛ). После клинико-лаборатор-
ного обследования в ФГБНУ «НИИ КиЭР им. 
А.Б.  Зборовского» 58 пациентов с АС (36 муж-
чин и 22 женщины в возрасте от 33 до 67 лет и 
средней длительностью заболевания 8,5 (4,5-12) 
года) получили направление на СКЛ в соответ-

ствии с медицинскими показаниями (код за-
болевания М45): пациенты с низкой или уме-
ренной активностью (по индексу AS Disease 
Activity Score; АSDAS-СРБ ≤ 2,1), медленно или 
без заметного прогрессирования заболевания 
и функциональной недостаточностью суста-
вов не выше II степени. Для оценки активности 
АС наряду с индексом ASDAS (с определением 
СРБ в качестве лабораторной компоненты) ис-
пользовали индекс BASDAI (Bath AS Disease 
Activity Index), для определения интенсивности 
боли (при ходьбе) – показатель VAS (визуальная 
аналоговая шкала) в см. На основе показателей 
общего анализа крови (ОАК), полученных на 
автоматическом гематологическом анализаторе 
(тромбоциты – PLT, нейтрофилы – NEUT, моно-
циты  – MON, лимфоциты  – LYM), были рас-
считаны многокомпонентные гематологические 
маркеры: индекс системного иммунного воспа-
ления SII = (PLT x NEUT)  /  LYM; индекс систем-
ной воспалительной реакции SIRI  =  (MON  x 
NEUT)  / NEUT. Определение СОЭ проводи-
лось по методу Вестергрена. Определение уров-
ня (25-ОН)D в сыворотке крови больных АС 
осуществляли с помощью твердофазного имму-
ноферментного анализа (тест-система «25-ОН 
витамин D-Имаксиз (IMAXYZ)», Vital, Россия). 
Все клинико-лабораторные характеристики, в 
том числе абсолютное количество тромбоцитов, 
нейтрофилов, моноцитов и лимфоцитов, показа-
тели СОЭ, СРБ и уровня (25-ОН)D в сыворотке 
крови, были собраны дважды  – по прибытии в 
санаторно-курортное учреждение (СКК «Вулан», 
Геленджик) и перед выпиской (в среднем через 18 
дней). Основное время пребывания пациентов с 
АС в санаторно-курортном учреждении (СКУ) 
приходилось на осенне-зимний период (в осен-
ние месяцы – 24, в зимние – 20 и в весенние ме-
сяцы – 14 человек).

Статистический анализ включал межгруп-
повые сравнения с использованием непараме-
трических методов (U-критерий Манна–Уитни 
и дисперсионный анализ). Отношения между 
переменными определялись при расчете двумер-
ных корреляций по тесту Спирмена (ρ). Порог 
статистической значимости был определен как 
p < 0,05. Описательная статистика представлена 
медианными значениями показателей и кварти-
лями. Все статистические анализы проводились с 
использованием пакета программного обеспече-
ния Statistica 10.0 (StatSoft Inc., США).

Результаты и обсуждение
При первичном обращении в СКУ низкая ак-

тивность АС (ASDAS < 1,3; BASDAI < 2,0) отме-
чалась у 18 человек, а у 40 пациентов – умеренная 
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активность заболевания (ASDAS 1,3-2,1; BASDAI 
2,0-4,0). Поздняя клиническая стадия зареги-
стрирована у 65,5% обследованных лиц. Досто-
верных различий в исследуемых показателях у па-
циентов с АС в зависимости от пола обнаружено 
не было (р > 0,05). Показатели активности забо-
левания ASDAS и BASDAI коррелировали между 
собой (ρ  =  0,36, р  =  0,048), а ASDAS также был 
слабо связан с СОЭ (ρ = 0,26, р = 0,042). Гемато-
логический показатель SII коррелировал с ИМТ 
(ρ = 0,34, р = 0,009), СОЭ (ρ = 0,32, р = 0,015) и 
СРБ (ρ = 0,42, р = 0,001), а SIRI – только с СОЭ 
(ρ = 0,29, р = 0,044). Исходный уровень витамина 
D отрицательно коррелировал с VAS (ρ  =  -0,44, 
р < 0,001), причем связь данных показателей при 
выписке сохранялась, но была менее выраженной 
(ρ = -0,27, р = 0,039). В 13,8% случаев у обследо-
ванных лиц наблюдали уровень витамина D ме-
нее 20 нг/мл, а в 25,9% случаев – в диапазоне > 20 
и ≤ 29 нг/мл. Оптимальный для здоровья уровень 
витамина D неизвестен. Согласно современным 
рекомендациям адекватным уровнем витами-
на D в крови является концентрация (25-ОН)
D > 30 нг/мл (недостаточность – 20-30 нг/мл, де-
фицит – менее 20 нг/мл) [1]. Группы больных АС 
с нормальным (>  30 нг/мл, группа 1) и снижен-
ным (≤ 29 нг/мл, группа 2) уровнем витамина D 
продемонстрировали различия в показателях VAS 
(р = 0,0025), СОЭ (р = 0,040) и SIRI (р = 0,046) 
(табл.  1). При выделении группы с дефицитом 
витамина D (< 20 нг/мл) межгрупповые различия 
(H-test) сохранились только для показателей VAS 
(р = 0,003). Достаточный уровень сывороточного 
витамина D способен контролировать синтез про-
воспалительных цитокинов и оказывать противо-
воспалительный эффект [21], который, вероятно, 
будет проявляться и снижением других воспали-
тельных маркеров (в данном случае наблюдалось 
снижение СОЭ и SIRI). При аутоиммунных за-
болеваниях происходят изменения количества, 
формы и размера клеток периферической крови. 
Все виды клеток, представленные в индексе SIRI, 
принимают активное участие в патогенезе АИЗ, 
таких как РА [4, 6] и АС [12]. Было отмечено, что 
моноциты демонстрируют более выраженную фа-
гоцитарную активность и высокие провоспали-
тельные свойства при АС [14]. Нейтрофилы экс-
прессируют функциональный рецептор витамина 
D. Было обнаружено, что введение 1,25(OH)2D3 
подавляет функцию и активность нейтрофилов за 
счет снижения выработки воспалительных цито-
кинов и активных форм кислорода [10]. Лимфо-
циты, представленные в обоих индексах в качестве 
знаменателя, служат специфическими маркерами 
статуса иммунитета. По-видимому, именно благо-
даря своим составляющим компонентам индекс 

SIRI, в отличие от SII (в котором вместо MON 
в числителе представлены PLT), оказался более 
подходящим маркером для прогнозирования 
воспаления при АС. Однако следует учитывать, 
что по медицинским показаниям для санатор-
но-курортного лечения отбирались только лица с 
низкой или умеренной активностью заболевания 
(ASDAS < 2,1; BASDAI < 4,0), следовательно, по-
лученные закономерности применимы у больных 
АС только в рамках слабовыраженного хрониче-
ского воспаления.

58 (100%) человек, направленных на СКЛ, за-
вершили исследование в полном объеме, а кли-
нико-лабораторные результаты их пребывания 
в СКУ были зарегистрированы и статистически 
проанализированы. Все включенные в исследо-
вание лица были рандомизированы по уровню 
солнечной инсоляции в месте постоянного про-
живания: прибывшие из регионов со средней 
годовой инсоляцией < 2000 часов в год (низкий 
уровень) составили группу 1, лица из областей со 
средней годовой инсоляцией  >  2000 часов в год 
(высокий уровень)  – группу 2. При первичном 
обследовании в СКУ статистически значимые 
различия отмечены для уровня витамина D (бо-
лее высокие показатели в группе 2; р  =  0,040), 
значений индексов SIRI и ASDAS (более низ-
кие показатели в группе 2; р  =  0,024 и р  =  0,01 
соответственно) (табл.  2). СКЛ осуществлялось 
в СКУ, находящемся на черноморском побере-
жье Краснодарского края в районе, классифи-
цированном как территория с высоким уровнем 
солнечной инсоляции. СКЛ больных АС носило 
комплексный характер, а используемые мето-
ды (физио-, кинезио-, гидро-, бальнеотерапия и 
др.), как и выбор необходимых процедур не раз-
личались в представленных группах. Завершаю-
щее клинико-лабораторное обследование паци-
ентов с АС (при окончании пребывания в СКУ) 
в группе 1 не продемонстрировало значимых 
изменений показателей VAS, СОЭ, СРБ, SII и 
SIRI (р > 0,05), но обозначило тенденцию к росту 
уровня витамина D (р = 0,065) (табл. 2). Извест-
но, что большая часть витамина D (по сравнению 
с поступающим из пищевых источников) выра-
батывается организмом человека под действием 
солнечного света. Более низкие исходные пока-
затели уровня витамина D в группе 1 могут быть 
связаны с уменьшением пребывания на солнце 
(постоянное проживание на территории с низ-
ким уровнем солнечной инсоляции), и даже СКЛ 
в условиях высокого уровня солнечной инсоля-
ции не способно нормализовать содержание ви-
тамина D в краткосрочной перспективе. Однако, 
учитывая эффективность приема препаратов ви-
тамина D для контроля боли (по VAS) и предот-
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ТАБЛИЦА 1. ОСНОВНЫЕ КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ БОЛЬНЫХ АНКИЛОЗИРУЮЩИМ 
СПОНДИЛИТОМ С РАЗЛИЧНЫМ УРОВНЕМ ВИТАМИНА D

TABLE 1. MAIN CLINICAL AND LABORATORY CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH ANKYLOSING SPONDYLITIS WITH 
DIFFERENT LEVELS OF VITAMIN D

Переменные
Variables

Содержание витамина D
Vitamin D content

Группа 1 (нормальный уровень, 
> 30 нг/мл, n = 35)

Group 1 (normal level, > 30 ng/mL, 
n = 35)

Группа 2 (низкий уровень,  
≤ 29 нг/мл, n = 23)

Group 2 (low level, ≤ 29 ng/mL,  
n = 23)

СОЭ (мм/час)
ESR (mm/hour) 12,5 (5,0-15,0) 20 (10-30)*

СРБ (г/л)
CRP (g/L) 6,62 (3,7-19,0) 5,9 (3,1-13,0)

SII 511 (350-778) 614 (388-682)
SIRI 1,22 (0,83-1,75) 1,57 (1,19-2,38)*
VAS (баллы)
VAS (points) 40 (35-55) 60 (50-70)*

ASDAS (баллы)
ASDAS (points) 1,8 (1,3-2,1) 1,99 (1,40-2,15)

BASDAI (баллы)
BASDAI (points) 3,0 (2,4-3,7) 2,95 (2,3-3,4)

Примечание. n – количество пациентов, СОЭ – скорость оседания эритроцитов, СРБ – С-реактивный белок, SII – 
индекс системного иммунного воспаления, SIRI – индекс системной воспалительной реакции, VAS – визуальная 
аналоговая шкала, ASDAS – комбинированный индекс активности анкилозирующего спондилита, BASDAI – Батский 
индекс активности анкилозирующего спондилита; * – статистически значимые различия (р < 0,05).

Note. n, number of patients; ESR, erythrocyte sedimentation rate; CRP, C-reactive protein; SII, systemic immune-inflammation 
index; SIRI, systemic inflammation response index; VAS, visual analog score; ASDAS, Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score; 
BASDAI, Bath AS Disease Activity Index; *, statistically significant differences (р < 0.05).

ТАБЛИЦА 2. ДИНАМИКА ЛАБОРАТОРНЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ У ПАЦИЕНТОВ С АС В ПРОЦЕССЕ САНАТОРНО-
КУРОРТНОГО ЛЕЧЕНИЯ

TABLE 2. DYNAMICS OF LABORATORY PARAMETERS IN PATIENTS WITH AS DURING SPA TREATMENT

Переменные
Variables

Группа 1 
Group 1 
(n = 26)

Группа 2
Group 2 
(n = 32)

До лечения
Before treatment

После лечения
After treatment

До лечения
Before treatment 

После лечения
After treatment

Витамин D (нг/мл)
Vitamin D (ng/mL) 29,6 (23-40) 33,0 (28-42) 38,2 (28-54)* 39,5 (34-49)**

СОЭ (мм/час)
ESR (mm/hour) 24,0 (15-34) 18,5 (9,0-27) 22,5 (13,4-42) 18,0 (11-31)

СРБ (г/л)
CRP (g/L) 6,7 (2,6-10,2) 5,1 (3,1-13,4) 8,8 (3,5-14,2) 7,4 (2,2-16,4)

SII 614 (350-682) 388 (247-594) 511 (371-778) 569 (413-963)
SIRI 1,07 (0,78-1,74) 0,99 (0,65-1,20) 1,51 (1,11-1,91)* 1,20 (0,81-1,74)**
VAS (баллы)
VAS (points) 52,5 (45-60) 50,0 (40-50) 45,5 (38-58) 40,0 (30-50)**

Примечание. См. примечание к таблице 1. * – статистически значимые различия (р < 0,05) между группами 1 и 2 на 
исходном уровне (до лечения), ** – статистически значимые различия (р < 0,05) внутри группы (до и после лечения).

Note. As for Table 1. *, statistically significant differences (p < 0.05) between groups 1 and 2 at baseline (before treatment); **, 
statistically significant differences (p < 0.05) within the group (before and after treatment).
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вращения обострения АИЗ [3, 8, 11], пациентам 
с АС данной группы назначение препаратов ви-
тамина D, по-видимому, показано на регулярной 
основе, в том числе и на санаторно-курортном 
этапе лечения. В группе 2 наблюдалось снижение 
показателей СОЭ (статистически не достоверно; 
р = 0,055), VAS (р = 0,017) и SIRI (р = 0,038), на 
фоне статистически значимого повышения уров-
ня витамина D (р = 0,027); показатели СРБ и SII 
остались без изменений (р > 0,05 во всех случа-
ях) (табл. 2). Примечательно, что в данной группе 
было отмечено существенное снижение VAS  – 
показателя болевого синдрома, по уменьшению 
которого можно судить об эффективности СКЛ. 
Положительная динамика индекса SIRI указыва-
ет на снижение воспалительных явлений и пред-
полагает возможность его использования в ка-

честве легкодоступного системного маркера при 
проведении СКЛ у больных АС.

Заключение
Интегральный индекс SIRI способен объ-

ективно отражать динамику состояния больных 
анкилозирующим спондилитом, прибывающих 
на СКЛ из различных по уровню солнечной ин-
соляции регионов (с учетом исходного уровня 
витамина D). Дефицит витамина D может быть 
вовлечен в патогенез АС, и его можно назначать 
для уменьшения болевых ощущений в суставах 
и в контексте повышения эффективности сана-
торно-курортного лечения, в первую очередь па-
циентов, постоянно проживающих в регионах с 
низким уровнем солнечной инсоляции.
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ЗНАЧИМОСТЬ ОПРЕДЕЛЕНИЯ НЕКОТОРЫХ  
СХС-ХЕМОКИНОВ В ЦЕРЕБРОСПИНАЛЬНОЙ  
ЖИДКОСТИ У ПАЦИЕНТОВ С УШИБОМ  
ГОЛОВНОГО МОЗГА 
Норка А.О.1, 2, Воробьев С.В.3, 4, Кузнецова Р.Н.1, 2, Коробова З.Р.1, 2, 
Тотолян Арег А.1, 2

1 ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Пастера», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр имени В.А. Алмазова» Министерства 
здравоохранерия РФ, Санкт-Петербург, Россия  
4 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный педиатрический медицинский университет», Санкт-
Петербург, Россия

Резюме. Черепно-мозговая травма (ЧМТ) относится к числу наиболее значимых форм патоло-
гии неврологического профиля. При ушибе головного мозга повреждение аксонов обусловлено не 
только прямым цитотоксическим межклеточным взаимодействием, но и активным синтезом про-
воспалительных цитокинов и хемокинов, которые играют ключевую роль в развитии и поддержании 
нейровоспалительных процессов. Так, на ранних стадиях после травмы головного мозга происхо-
дит не только активация микроглии, но и формирование пула субпопуляций Т-лимфоцитов, спо-
собных синтезировать различные хемокины, оказывающие как протективное, так и повреждающее 
действие, что способствует ухудшению исходов заболевания. Целью исследования стала комплекс-
ная оценка концентрации хемокинов (CXCL8/MIG, CXCL9/IP-10, CXCL10/I-TAC) в цереброспи-
нальной жидкости пациентов с ушибом головного мозга различной степени тяжести в первые сутки 
после поступления в стационар. В исследование было включено 86 пациентов с диагнозом «ЧМТ: 
ушиб головного мозга», которых в зависимости от степени тяжести разделили на три группы. Груп-
пу сравнения составили пациенты с сотрясением головного мозга (n = 24). Трудности получения 
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цереброспинальной жидкости у здоровых лиц связаны с отсутствием показаний для проведения 
люмбальной пункции. Концентрации хемокинов (пг/мл) определялись методом мультиплексного 
анализа по технологии xMAP (Luminex, США), тест-системы Milliplex MAP (Millipore, США). По 
результатам оценки концентрации хемокинов в ЦСЖ была установлена тенденеция к повышению 
с увеличением степени тяжести пацентов. Обращает на себя факт повышения CXCL9/ MIG у всех 
пациентов с травмой головного мозга (p < 0,05) в отличие от таковых в концентрациях CXCL8/IL-8, 
значимое повышение которых установлено только в 4-й группе (УТС) и CXCL10/I-TAC, значимое 
повышение которых установлено в 3-й (УСС) и в 4-й группах (УТС). Так, согласно полученным дан-
ным, в 4-й группе пациентов (УТС) уровень CXCL8/IL-8 был повышен в 3,5 раза, CXCL9/MIG – в 
9 раз, CXCL10/IP-10 – в 3 раза относительно значений в группе сравнения (1-я группа, СТГ). Для 
определения информативности найденных изменений был проведен ROC-анализ и установлены 
диагностические значимые уровни хемокинов, которые являются высокоинформативными мар-
керами повреждения нервной ткани. Таким образом, определение хемокинов CXCL8, CXCL9 и 
CXCL10 при ушибе головного мозга вносит вклад в понимание их роли в развитии заболевания – 
привлечении Т-хелперов и нейтрофилов из периферической крови в нервную ткань и поддержа-
нию процессов нейровоспаления.

Ключевые слова: черепно-мозговая травма, хемокины, CXCL8-лиганды, CXCL9-лиганды, CXCL10-лиганды, CXCR3-
лиганды, цереброспинальная жидкость

EVALUATION OF СХС CHEMOKINE LEVELS IN 
CEREBROSPINAL FLUID OF PATIENTS WITH BRAIN 
CONTUSIONS
Norka A.O.a, b, Vorobyev S.V.c, d, Kuznetsova R.N.a, b, Korobova Z.R.a, b, 
Totolian Areg A.a, b

a Saint Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation  
b First St. Petersburg Pavlov State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
c Almazov National Medical Research Centre, St. Petersburg, Russian Federation  
d St. Petersburg State Pediatric Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Traumatic brain injury (TBI) is among the most common forms of neurological pathology. In 
traumatic brain injury, axonal damage occurs not only as a result of direct cytotoxic interactions, but also 
due to activation of pro-inflammatory cytokines and chemokines, which play a crucial role in development 
and maintenance of neuroinflammation. At the early terms after brain trauma, there occurs both activation 
of microglia, and formation of a pool of T  cell subsets able to produce various chemokines. The aim of 
this study was to assess the contents of chemokines (CXCL8/MIG, CXCL9/IP-10, CXCL10/I-TAC) in 
cerebrospinal fluid (CSF) of patients with brain contusion of varying severity within the first 24 hours after 
hospital admission. The study included 86 patients diagnosed with “TBI: brain contusion,” who were 
divided into three groups based on the injury severity. A comparison group consisted of patients with brain 
concussion (n  =  24). Obtaining CSF from healthy individuals is challenging due to absence of clinical 
indications for lumbar puncture. Chemokine concentrations (pg/mL) were measured by means of multiplex 
analysis based on xMAP technology (Luminex, USA), using Milliplex MAP test systems (Millipore, USA). 
The results showed a trend toward increased chemokine levels correlating with more pronounces severity of 
brain injury. Notably, CXCL9/MIG levels were elevated in all patients with brain injury (p < 0.05), unlike 
CXCL8/IL-8, which showed significant increases only in the 4th group (severe TBI), and CXCL10/IP-10, 
which was significantly elevated in both the 3rd (moderate TBI) and 4th groups. Specifically, in the 4th group 
(severe TBI), levels of CXCL8/IL-8 were increased 3.5 times, CXCL9/MIG showed a 9-fold increase, and 
CXCL10/IP-10 was 3 times higher than in control group (1st group, mild TBI). To evaluate the diagnostic 



1025

СХС-хемокины в цереброспинальной жидкости после черепно-мозговой травмы
CXC chemokines in CSF after brain trauma2025, Vol. 28, № 4

2025, Т. 28, № 4

Введение
Черепно-мозговая травма (ЧМТ) занимает 

важное место среди наиболее значимых невроло-
гических заболеваний. Несмотря на значитель-
ные достижения в лечении ЧМТ, на сегодняшний 
день не существует эффективных методов тера-
пии, уровень заболеваемости и смертности оста-
ется высоким. Повреждение нервной ткани при 
травме головного мозга происходит не только в 
результате прямого механического воздействия, 
но и последующего запуска клеточных и моле-
кулярных каскадов, ведущих к развитию вто-
ричного повреждения и дополнительной гибели 
клеток. Вторичное повреждение опосредовано 
несколькими путями, которые включают глута-
матную эксайтотоксичность, вызванную избыт-
ком глутамата и АТФ, метаболические наруше-
ния и воспалительный ответ, который включает 
активацию клеток микроглии с дальнейшим во-
влечением клеточных и гуморальных звеньев им-
мунной системы – процесс, известный как нейро-
воспаление [1]. Важную роль в координации этих 
процессов играют цитокины  – сигнальные мо-
лекулы, вырабатываемые различными клетками 
иммунной системы, а также микроглией и астро-
цитами. Цитокины выступают в качестве ключе-
вых медиаторов при ряде патологий центральной 
нервной системы, регулируя как воспалительные 
реакции, так и процессы восстановления  [2, 3, 
11]. При этом одной из основных причин не-
благоприятных исходов после травмы головного 
мозга является нарушение целостности гемато-
энцефалического барьера (ГЭБ). Этот барьер, об-
разованный рядом анатомо-функциональных об-
разований, включающих эндотелиальные клетки 
с их плотными контактами, базальную мембрану, 
астроцитарную муфту, трансмембранные белки 
и ряд других компонентов, обеспечивает селек-
тивный транспорт веществ. Ключевая функция 
ГЭБ – обеспечение избирательной проницаемо-
сти, которая поддерживает гомеостаз головного 
мозга и его окружения  [1, 17]. В этих процессах 
основную роль выполняет цереброспинальная 
жидкость (ЦСЖ), поскольку она является вну-

тренней средой головного и спинного мозга, а ее 
состав отражает происходящие в нервной системе 
биохимические и физиологические процессы [4, 
7, 10]. При нарушении барьерной функции ГЭБ 
миграция Т-лимфоцитов из периферической 
крови в поврежденную область нервной ткани 
осуществляется через рецептор CXCR3  [9, 13]. 
Рецептор CXCR3 и его лиганды (CXCL9/ MIG и 
CXCL10/IP-10) занимают центральное место в 
процессе формирования клеточной воспалитель-
ной реакции, участвуя как в защитных ответах 
на проникновение патогенов, так и в различных 
патологических состояниях, связанных с аутоим-
мунными процессами [8, 9, 18]. CXCR3 – это хе-
мокиновый рецептор, который экспрессируется 
на T-лимфоцитах и связывается с хемокинами, 
такими как CXCL9/MIG и CXCL10/IP-10. Эти 
хемокины относятся IFNγ-индуцибельным ли-
гандам и могут синтезироваться различными ти-
пами клеток, включая глиальные клетки нервной 
системы [3].

При развитии иммунного ответа, иницииру-
емого повреждением нервной ткани, происхо-
дит выработка большого количества цитокинов, 
которые способны оказывать как защитное, так 
и повреждающее действие, в частности опосре-
довать гибель клеток глии и поддерживать вто-
ричное повреждение нервной ткани. Ранее было 
установлено нами, что концентрация IL-6 в це-
реброспинальной жидкости является высокоин-
формативным маркером повреждения нервной 
ткани и позволяет дифференцировать степень 
тяжести ушиба головного мозга [5]. Кроме того, 
цитокины стимулируют выработку хемокинов, 
которые регулируют миграцию клеток иммунной 
системы [8]. Так, лиганды для хемокинового ре-
цептора CXCR3: CXCL10/IP-10 и CXCL9/ MIG от-
вечают за миграцию Т-лимфоцитов. CXCL8/ IL-8 
является одним из ключевых хемоаттрактантов 
нейтрофилов и через рецепторы CXCR1 и CXCR2 
взаимодействует с клетками [3].

Вместе с тем значение СХС-хемокинов в им-
мунопатогенезе ушиба головного мозга и их по-
тенциал в качестве маркеров для оценки течения 

value of these changes, ROC analysis was performed, establishing a clinically significant chemokine 
thresholds that serve as highly informative markers of neural tissue damage. In conclusion, assessment of 
CXCL8, CXCL9, and CXCL10 levels in CSF following brain contusion provides valuable insights into their 
role in disease progression, i.e., recruiting T helper cells and neutrophils from peripheral blood into neural 
tissue and sustaining neuroinflammatory processes.

Keywords: brain trauma, chemokines, CXCL8 ligands, CXCL9 ligands, CXCL10 ligands, CXCR3 ligands, cerebrospinal fluid
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заболевания и прогноза остаются предметом дис-
куссий. 

Целью нашего исследования стало определе-
ние концентраций CXCL8/IL-8, CXCL10/IP-10 и 
CXCL9/MIG в ЦСЖ пациентов с различной сте-
пенью тяжести ушиба головного мозга.

Материалы и методы
В исследование было включено 110 пациен-

тов (58% мужчин и 42% женщин), поступивших 
в 1-е сутки с момента получения травмы на ней-
рохирургическое отделение СПб ГБУЗ «Город-
ская больница № 26». Материалом исследования 
выступала ЦСЖ пациентов с ушибом головного 
мозга различной степени тяжести (легкой, сред-
ней и тяжелой). Все пациенты были разделены 
на четыре группы: 1-я группа –  группа сравне-
ния (пациенты с сотрясением головного мозга; 
n = 25); 2-я группа – ушиб головного мозга легкой 
степени тяжести (n = 30); 3-я группа – ушиб го-
ловного мозга средней степени тяжести (n = 31); 
4-я группа – ушиб головного мозга тяжелой сте-
пени тяжести (n = 24). Трудности получения це-
реброспинальной жидкости у здоровых лиц об-
условлены отсутствием показаний к проведению 
люмбальной пункции.

Все исследования были выполнены с инфор-
мированного согласия пациентов и в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией Всемирной 
ассоциации «Этические принципы проведе-
ния научных медицинских исследований с уча-
стием человека» с поправками 2000 г. и «Пра-
вилами клинической практики в Российской 
Федерации», утвержденными Приказом Минз-
драва РФ от 19.06.2003 №  266. Для проведения 
данного исследования было получено одобре-
ние Локального этического комитета ФБУН 
«Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии и 
микробиологии имени Пастера». Перед включе-
нием в исследование все участники дали добро-
вольное информированное согласие.

Для оценки проницаемости ГЭБ применяли 
расчет QAlbumin (индекс альбумина): 

QAlbumin = (Альбумин
ЦCЖ / Альбумин

сыв) × 103.

Увеличение индекса альбумина свидетель-
ствует о нарушении целостности ГЭБ, что приво-
дит к увеличению его проницаемости и ослабле-
нию его защитных функций.

В ЦСЖ определяли концентрации следующих 
цитокинов (пг/мл): CXCL8/IL-8, CXCL9/MIG и 
CXCL10/IP-10. Исследование проводилось ме-
тодом мультиплексного анализа по технологии 

xMAP (Luminex, США) с использованием на-
боров с магнитными частицами Milliplex Mag 
(Millipore, США), согласно инструкции фирмы-
производителя. Обработку и интерпретацию ре-
зультатов проводили на оборудовании Luminex 
MAGPIX (Luminex, США).

Статистическая обработка полученных резуль-
татов

Статистическая обработка данных прово-
дилась с использованием пакетов Statistica 8.0 
(StatSoft, США) и GraphPad Prism 5.00 for Windows 
(GraphPad Prism Software Inc., США). Так как 
полученные данные не соответствовали нор-
мальному распределению, для анализа выборок 
применялись методы непараметрической стати-
стики. Результаты представлены в виде медианы 
(Ме) и интерквартильного диапазона (Q0,25-Q0,75). 
Для сравнения парных выборок использовался 
непараметрический критерий Манна–Уитни. 
Достоверными считали различия между группа-
ми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Перед проведением анализа концентрации 

хемокинов в ЦСЖ была выполнена оценка со-
стояния ГЭБ, основанного на измерении уров-
ня альбумина (г/л) в ЦСЖ и сыворотке крови с 
дальнейшим вычислением индекса альбумина 
(QAlbumin). Результаты представлены в таблице 
1. Таким образом, продемонстрировано, что у 
пациентов в 3-й (УСС) и 4-й группах (УТС) на-
блюдается статистически значимое повышение 
индекса альбумина по сравнению с результатами, 
полученными в 1-й группе (ГС). В результате на-
шего исследования прослеживается тенденция к 
увеличению проницаемости ГЭБ с увеличением 
степени тяжести повреждения, что указывает на 
нарушение его барьерной функции. 

Исходя из оценки проницаемости ГЭБ, был 
выполнен анализ уровней хемокинов в ЦСЖ, 
по результатам которого была установлена тен-
денция к повышению уровня лигандов CXCR3 
(CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10) и CXCL8/IL-8 с 
увеличением степени тяжести ушиба головного 
мозга (табл. 2):

–	 CXCL9/MIG во всех группах: 96,8 пг/ мл 
(25,3-514,5) у больных во 2-й группе (УЛС) 
(р  =  0,0371), 117,5 пг/мл (38,3-212,4) у пациен-
тов в 3-й группе (УСС) (р = 0,0022) и 164,5 пг/ мл 
(122,6-1108,0) у пациентов в 4-й группе (УТС) 
(р = 0,0001) относительно 18,4 пг/мл (8,2-53,3) в 
группе сравнения (ГС).
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ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ КОЭФФИЦИЕНТА ПРОНИЦАЕМОСТИ АЛЬБУМИНА У ПАЦИЕНТОВ С ЧЕРЕПНО-МОЗГОВОЙ 
ТРАВМОЙ
TABLE 1. ALBUMIN PERMEABILITY COEFFICIENT VALUES IN PATIENTS WITH TRAUMATIC BRAIN INJURY

Показатель
Indicator

1-я группа
ГС

Group 1
CG

(n = 25)

2-я группа
УЛС

Group 2
Mild HI 
(n = 30)

3-я группа
УСС

Group 3
Moderate HI 

(n = 31)

4-я группа
УТС

Group 4
SHI 

(n = 24)

Значимость 
различий (р) 

Statistically 
significant (p)

Q (Alb) 21,7
(18,8-21,0)

21,4
(19,26-23,70)

29,8
(26,3-35,5)

50,8
(43,0-87,0)

р1-3 = 0,014
р1-4 = 0,001
р3-4 = 0,017

Примечание. ГС – группа сравнения, УЛС – ушиб легкой степени тяжести, УСС – ушиб средней степени тяжести, УТС – 
ушиб тяжелой степени тяжести; p1-3, p1-4, р3-4 – различия между соответствующими группами.

Note. CG, comparison group; mild HI, mild head injury; moderate HI, moderate head injury; SHI, severe head injury; p1-3, p1-4, р3-4, 
differences between the corresponding groups.

ТАБЛИЦА 2. УРОВЕНЬ ХЕМОКИНОВ В ЦЕРЕБРОСПИНАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ У ПАЦИЕНТОВ С УШИБОМ ГОЛОВНОГО 
МОЗГА РАЗЛИЧНОЙ СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ

TABLE 2. CHEMOKINE LEVELS IN CEREBROSPINAL FLUID IN PATIENTS WITH BRAIN INJURY OF VARIOUS SEVERITY

Хемокины
Chemokines

Концентрация в цереброспинальной жидкости, пг/мл
Cerebrospinal fluid level, pg/ml

Значимость 
различий (р) 

Statistically 
significant (p)

1-я группа
ГС

Group 1
CG

(n = 25)

2-я группа
УЛС

Group 2
Mild HI 
(n = 30)

3-я группа
УСС

Group 3
Moderate HI 

(n = 31)

4-я группа
УТС

Group 4
SHI 

(n = 24)

CXCL8/IL-8 44,2
(18,7-64,8)

154,0
(18,2-227,5)

59,0
(39,6-316,4)

154,5
(85,0-1875,0) p1-4 = 0,0007

CXCL9/MIG 18,4
(8,2-53,3)

96,8
(25,3-514,5)

117,5
(38,3-212,4)

164,5
(122,6-1108,0)

p1-2 = 0,037
p1-3 = 0,002
p1-4 = 0,0001

CXCL10/IP-10 393,1
(272,3-592,0)

679
(248,0-1125,0)

911,4
(382,7-1366,0)

1172,0
(495,4-4000,0)

p1-3 = 0,017
p1-4 = 0,040

Примечание. См. примечание к таблице 1. p1-2, p1-3, p1-4, – различия между соответствующими группами.

Note. As for Table 1. p1-2, p1-3, p1-4, differences between the corresponding groups.

–	 CXCL10/IP-10 в группах с УСС и 
УТС: 911,4 пг/мл (382,7-1366,0) (р  =  0,0171) и 
1172 пг/ мл (495,4-4000) (р = 0,0409) соответствен-
но против группы сравнения (ГС) – 393,1 пг/мл 
(272,3- 592,0).

–	 CXCL8/IL-8 у пациентов в 4-й группе 
(УТС) – 154,5 пг/мл (85,0-1875,0) (р = 0,0007) от-
носительно группы сравнения (ГС) – 44,2 пг/мл 
(18,7-64,8).

Для определения информативности найден-
ных результатов был проведен ROC-анализ ис-
следуемых СXC-хемокинов – CXCL9, CXCL10 и 
CXCL8 (рис. 1, 2, 3 соответственно) у пациентов 
во 2-й (УЛС), 3-й (УСС) и 4-й группах (УТС). Ре-
зультаты представлены в таблице 3.

Многочисленные исследования как россий-
ских, так и зарубежных ученых подтверждают, 
что нарушение барьерной функции ГЭБ после 
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Рисунок 1. ROC-кривые, характеризующие показатели чувствительности и специфичности определения хемокина 
CXCL9/MIG (пг/мл) в цереброспинальной жидкости
Примечание. А – ушиб легкой степени тяжести, Б – ушиб средней степени тяжести, В – ушиб тяжелой степени тяжести.
Figure 1. ROC curves and AUC of CXCL9/MIG (pg/mL) in the cerebrospinal fluid
Note. A, mild head injury; B, moderate head injury; C, severe head injury.
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ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПЛОЩАДИ ПОД КРИВОЙ (ППК), СПЕЦИФИЧНОСТИ, ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ 
И ПОРОГОВОГО ЗНАЧЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИЙ ИССЛЕДОВАННЫХ ХЕМОКИНОВ (ПГ/МЛ)

TABLE 3. RESULTS OF DETERMINING THE AREA UNDER THE CURVE (AUC), SPECIFICITY, SENSITIVITY AND THRESHOLD 
VALUE OF CONCENTRATIONS OF THE STUDIED CHEMOKINES (PG/ML)

Цитокины
Cytokines

Степень 
Тяжести
Degree of 
severity

ППК
AUC

Пороговое 
значение,  

пг/мл  
Cut-off, pg/ml

Чувствительность, 
% Sensitivity, %

Специфичность, 
%  

Specificity, %
p

CXCL9/MIG УЛС 0,761 27 78 67 0,03

УСС 0,823 43,1 67 64 0,04

УТС 0,951 86,22 87 93 0,0001

CXCL9/MIG УСС 0,750 394,8 75 54 0,02

УТС 0,755 717,6 78 87 0,02

CXCL8/lL-8 УТС 0,881 59,43 88 73 0,0007

ЧМТ является одним из ключевых факторов, 
способствующих ухудшению прогноза заболева-
ния  [6]. Увеличение концентрации нейроспеци-
фических белков, альбумина и цитокинов в ЦСЖ 
служит индикатором степени тяжести поврежде-
ния головного мозга [16, 17]. Так, в нашем иссле-
довании было показано, что у пациентов с более 

обширными повреждениями головного мозга 
(группы с ушибом средней и тяжелой степени тя-
жести) статистически значимо повышен уровень 
индекса альбумина (QAlbumin) как следствие нару-
шения целостности ГЭБ. Стоит отметить, что по-
лученные данные являются следствием не только 
гемодинамического фактора, но и степени раз-

А (А) Б (B) В (C)
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Рисунок 2. ROC-кривые, характеризующие 
чувствительности и специфичности определения 
CXCL10/IP-10 (пг/мл) в цереброспинальной жидкости 
показатели хемокина
Примечание. A – ушиб средней степени тяжести, Б – ушиб 
тяжелой степени тяжести.
Figure 2. ROC curves and AUC of CXCL10/IP-10 (pg/mL)  
in the cerebrospinal fluid
Note. A, moderate head injury; B, severe head injury.

Рисунок 3. ROС-кривая, характеризующая показатель 
чувствительности и специфичности определения 
хемокина CXCL8/IL-8 (пг/мл) в цереброспинальной 
жидкости у пациентов ушибом головного мозга тяжелой 
степени тяжести
Figure 3. ROC curve and AUC of CXCL8/IL-8 (pg/mL) in 
patients with severe head injury in the cerebrospinal fluid
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вития нейровоспаления с вовлечением резидент-
ных глиальных клеток, направленной мигра-
цией Т-лимфоцитов и последующим синтезом 
цитокинов и хемокинов, в т. ч. CXC-хемокинов 
(CXCL8/IL-8, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10)  [11, 
14, 15]. Данные результаты согласуются с наши-
ми более ранними исследованиями, свидетель-
ствующими о формировании пула Т-хелперов 
1-го, 2-го и 17-го типа (Тh1, Тh2, Тh17), «неклас-
сической» популяции клеток (Тh1/Тh17) в зави-
симости от степени тяжести ЧМТ [6]. Такая ди-
намика указывает на ключевую роль этих клеток 
в патогенезе и поддержании посттравматической 
нейродегенерации через продукцию цитокинов и 
хемокинов. 

Особое внимание по результатам исследова-
ния вызывает концентрация CXCL8/IL-8: у паци-
ентов в 3-й группе (УСС) показатели совпадают с 
таковыми в 4-й группе (УТС). Мы предполагаем, 
что данные изменения связаны с компенсатор-
ными процессами направленные на восстановле-
ние нервной ткани и последующего ограничения 
развития вторичного повреждения при ушибе 
головного мозга легкой степени тяжести. Эти вы-
воды подтверждаются исследованием T. Hayashi 
и и соавт., которые установили, что CXCL8/IL-8 
играет важную роль в центральной нервной си-
стеме, выступая в качестве положительного регу-
лятора процесса миелинизации аксонов [11]. При 
увеличении степени тяжести травмы головного 
мозга наблюдается нарушение компенсаторных 
механизмов, направленных на восстановление, 
а также усиленная гиперпродукция CXCL8/IL-8, 
что может служить прогностическим маркером 
тяжелой дисфункции гематоэнцефалического 
барьера и повышенного риска летального исхода. 

Заключение
Цитокины имеют важное значение в поддер-

жании нейровоспаления после перенесенной 
травмы головного мозга. В настоящем иссле-
довании был проведен анализ CXC-хемокинов 
(CXCL8/ IL-8, CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10) в 
зависимости от степени тяжести перенесенной 
травмы. Обнаруженное в настоящей работе повы-
шенное содержание CXCL8/IL-8, CXCL9/ MIG, 
CXCL10/IP-10 в ЦСЖ, вероятно, может свиде-
тельствовать об усилении процессов процессов 
нейровоспаления после перенесенного ушиба го-
ловного мозга. Среди исследованных нами хемо-
кинов только концентрация CXCL9/MIG была 
повышена в ЦСЖ у всех пациентов с ушибом 
головного мозга (p  <  0,05). Вероятно, хемокин 
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CXCL9/MIG играет важную роль в привлечении 
CXCR3+T-хелперов в очаг повреждения при уши-
бе головного мозга. Исследование данных хемо-
кинов имеет важное значение и помогает глуб-
же понять механизмы направленной миграции 
клеток-эффекторов из периферической крови в 
нервную ткань в ответ на ушиб головного мозга 
различной степени тяжести. Поскольку при ЧМТ 
наблюдается нейровоспаление, вызванное гипе-

рактивностью клеток иммунной системы и вы-
работкой ими цитокинов, мы считаем, что IFNγ-
индуцированные хемокины (CXCL9, CXCL10) 
и CXCL8 являются высокоинформативными 
маркерами повреждения нервной ткани. Опреде-
ление их концентрации в ЦСЖ с учетом оценки 
проницаемости ГЭБ у пациентов с ушибом го-
ловного мозга имеет важное значение и зависит 
от степени тяжести травмы.
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ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ ПАМЯТЬ К S-БЕЛКУ  
SARS-CoV-2 СОХРАНЯЕТСЯ СПУСТЯ 4 ГОДА  
ПОСЛЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ
Афридонова З.Э.1, Топтыгина А.П.1, 2, Семикина Е.Л.3, 4

1 ФБУН «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Г.Н. Габричевского» Роспотребнадзора, Москва, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия  
3 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия  
4 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский Университет), Москва, Россия

Резюме. Завершение пандемии COVID-19 не исключило продолжения прорывных инфекций, вы-
званных мутантными штаммами вируса SARS-CoV-2. Скорость мутаций SARS-CoV-2 выросла с по-
явлением штамма омикрон и превышает таковую у вируса гриппа. Остается неясным, какие уровни 
IgG-антител способны защитить от новых мутантных SARS-CoV-2 и как долго будет сохраняться им-
мунная защита. Цель – проследить сохранение гуморального и клеточного иммунитета к антигенам 
вируса SARS-CoV-2 в течение 4 лет после перенесенного заболевания. 32 взрослых реконвалесцента 
после COVID-19 ежегодно обследованы на наличие гуморального и клеточного иммунитета к S-белку 
SARS-CoV-2. Гуморальный иммунитет оценивали методом ИФА, клеточный иммунитет  – по экс-
прессии CD107a на CD8hi лимфоцитах после распознавания антигенов S-белка. Четырехлетнее на-
блюдение за группой переболевших COVID-19 в 2020 г. (уханьский штамм SARS-CoV-2), находящих-
ся в условиях контактов со свободно циркулирующими новыми мутантными VoC, показало, что через 
1 год у всех обследованных сохранялись IgG-антитела к S-белку, преимущественно IgG1 субкласса, 
но индекс авидности антител едва превысил 50%. После прорывного заболевания, вызванного штам-
мом омикрон, уровень IgG-антител к S-белку значимо вырос, авидность антител также значимо воз-
росла, а в спектре субклассов появились антитела к S-белку IgG2, IgG3 и IgG4-субклассов. Уровень 
специфических IgA через 1 год после заболевания снизился относительно уровня после первичного 
заболевания, но после прорывных инфекций значимо повысился до 4-5 КП. Клеточный иммунитет 
к S-белку SARS-CoV-2 выявлялся у всех обследованных через 1 год после первичного заболевания. 
После повторного заболевания штаммом омикрон он значимо увеличился и держался на этом уровне 
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еще год, а на сроке 4 года снизился до уровня, который был через год после заболевания. Таким об-
разом, гуморальный и клеточный иммунитет к S-белку не исчезает, но продолжает активно форми-
роваться, созревать и поддерживаться на уровне, позволяющем при встрече с новым VoC переносить 
такую встречу либо бессимптомно, либо в виде легкого простудного заболевания. На фоне частых 
мутаций в S-белке роль Т-клеточных ответов в защите от заболеваний значительно возрастает. При 
разработке новых вакцин следует опираться на формирование именно клеточного иммунитета.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, антитела, клеточный иммунитет, иммунологическая память, прорывной 
иммунитет

IMMUNOLOGICAL MEMORY TO SARS-CoV-2 S PROTEIN 
PERSISTS 4 YEARS AFTER THE DISEASE
Afridonova Z.E.a, Toptygina A.P.a, b, Semikina E.L.c, d

a G. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation  
b Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation  
c National Medical Research Center of Children’s Health, Moscow, Russian Federation  
d I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. Ending of COVID-19 pandemic does not exclude subsequent breakthrough infections caused by 
SARS-CoV-2 mutant strains. The rate of SARS-CoV-2 mutations increased with emerging omicron strain and 
exceeds those of the influenza virus. It remains unclear what IgG antibody levels are able to protect against 
new mutant SARS-CoV-2 strains, and how long the immune protection will last. The objective of this study 
was to monitor the maintenance of humoral and cellular immunity to SARS-CoV-2 viral antigens over 4 years 
after the infection. Thirty-two adult reconvalescents after COVID-19 were annually examined for humoral 
and cellular immunity markers to the SARS-CoV-2 S protein. Humoral immunity was assessed by ELISA; 
cellular immunity was evaluated by expression of CD107a on CD8hi lymphocytes after recognition of S protein 
antigens. A four-year observation of a group of patients who recovered from COVID-19 in 2020 (SARS-CoV-2, 
Wuhan strain) and were in contact with a novel, freely circulating mutant VoCs showed that, 1 year later, all 
subjects retained the IgG antibodies to S protein, mainly the IgG1 subclass, but the antibody avidity index 
barely exceeded 50%. After a breakthrough infection caused by the omicron strain, the level of IgG antibodies 
to S protein increased significantly, along with sufficient increase of antibody avidity. The IgG2, IgG3, and 
IgG4 antibodies to S protein occured in the spectrum of subclasses. The level of specific IgA decreased 1 year 
after the disease against their level after the primary disease. However, it was significantly increased to 4-5 PR 
after breakthrough infections. Cellular immunity to the SARS-CoV-2 S protein was detected in all subjects at 
1 year after the primary disease. After repeated infection with the omicron strain, it increased significantly and 
remained at this level for the next year. By 4 years, it decreased to the level that was a year after the disease. 
Hence, humoral and cellular immunity to S protein does not fade away, but continues to persist, maturate, 
being maintained at a sufficient level. Upon exposure to a new VoC, it allows to endure such a meeting either 
asymptomatically, or as a mild clinical infection. In view of frequent mutations in the S protein, the role of 
T-cell responses in anti-infectious protection seems to increase significantly. When developing new vaccines, 
one should rely on development of cellular immunity.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, antibodies, cellular immunity, immunological memory, breakthrough immunity

Введение
Несмотря на официальное завершение пан-

демии COVID-19, вирус не элиминировался из 
человеческой популяции. Скорость мутаций 
SARS-CoV-2 выросла с появлением штамма оми-
крон и превышает таковую у вируса гриппа [14]. 

В зависимости от сочетания определенных об-
стоятельств вирулентность SARS-CoV-2 может 
повышаться или понижаться  [8]. Исследователи 
связывают прорывы сформированной иммуно-
логической защиты со снижением уровней IgG, 
специфичных к S-белку вируса [10]. Уже вариант 
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омикрон BA.1 имел 37 мутаций в рецептор-свя-
зывающем домене [9], а последующие варианты 
еще увеличили список мутаций. Известно, что 
более высокие уровни анти-S-IgG лучше защи-
щают от заражения. Рассчитано, что 75% защи-
ты от инфекции, вызванной штаммами омикрон 
BA.2 и BA.4/5 обеспечивают соответственно 
уровни анти-S-IgG 603 и 1148 BAU/мл [11]. 

Известно, что специфический ответ Т-клеток 
против антигенов SARS-CoV-2 стабильнее, чем 
ответ антител  [1], и обеспечивает более лег-
кое течение заболевания  [13]. Показано, что 
вирус-специфические Т-клетки памяти обна-
руживаются через 22 месяца после появления 
симптомов COVID-19  [4]. Ответы Т-клеток со-
храняются против вариантов вызывающих опа-
сения (VoC), поскольку репертуар Т-клеточных 
эпитопов значительно шире, чем у В-клеток. При 
этом наблюдается большее количество клонов 
CD4+Т-клеток, в сравнении с CD8+ цитотоксиче-
скими Т-клетками [5]. Мониторинг поддержания 
Т-клеточных ответов может выявить ранние тен-
денции в изменении иммунных ответов и помочь 
в определении лиц с более высоким риском про-
рывных инфекций, вызванных VoC. 

Цель работы  – проследить сохранение гумо-
рального и клеточного иммунитета к антигенам 
вируса SARS-CoV-2 в течение 4 лет после пере-
несенного заболевания.

Материалы и методы
В продольном исследовании 32 взрослых, пе-

ренесших COVID-19 во второй половине 2020 г. в 
легкой или среднетяжелой форме, были обследо-
ваны каждый год в течение последующих 4 лет на 
наличие гуморального и клеточного иммунитета 
к антигенам SARS-CoV-2. Исследование одо-
брено локальным этическим комитетом ФБУН 
МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского (протокол 
№ 58). 

Гуморальный иммунитет исследовали мето-
дом ИФА с помощью наборов «SARS-CoV-2 IgG 
количественный-ИФА-БЕСТ» (АО «Вектор-Бест»,  
Новосибирск, РФ). Уровень субклассов IgG к 
S-антигену SARS-CoV-2 определяли методом 
ИФА в нашей модификации [3]. Для этого вме-
сто конъюгата из набора использовали мечен-
ные пероксидазой анти-IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4 
моноклональные антитела (ООО «Полигност», 
Россия) в концентрации 1  мкг/мл. Для опреде-
ления IgA-антител вместо конъюгата из набора 
использовали меченые пероксидазой анти-IgA 
антитела (ООО «Полигност», Россия) в концен-
трации 1 мкг/мл. Авидность антител определяли 

с использованием тех же наборов, в нашей моди-
фикации  [2]. Для этого исследуемую сыворотку 
вносили в лунки двух стрипов, после инкуба-
ции и отмывки в лунки первого стрипа вносили 
по 200 мкл физиологического раствора, в лунки 
второго стрипа  – по 200 мкл денатурирующе-
го раствора мочевины, инкубировали 10  мин. 
После отмывки выполняли все процедуры со-
гласно протоколу к набору «SARS-CoV-2-IgG 
количественный-ИФА-БЕСТ».

Клеточный иммунитет оценивали по экспрес-
сии CD107a на цитотоксических CD8+ после рас-
познавания ими антигенов S-белка SARS-CoV-2. 
Для этого в простирилизованные с помощью 
УФ-облучения лунки панелей от наборов «SARS-
CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» для опытной пробы или 
в стерильные лунки для контрольной пробы до-
бавляли выделенные с помощью градиентного 
центрифугирования мононуклеары (2,5х105 на 
лунку) в среде RPMI-1640 с 10% ЭТС и монокло-
нальные антитела к антигену CD107a-PE-Cy5, 
инкубировали при 37  °C во влажной атмосфере 
и 5% CO2 20 ч, окрашивали антителами к анти-
гену CD8-FITC, отмывали и фенотипировали на 
проточном цитометре BD FACS CantoII (Becton 
Dickinson, США). Подсчитывали процент клеток 
CD8hiCD107a+. Уровень спонтанной дегрануля-
ции цитотоксических лимфоцитов не превышал 
1% [3].

Рассчитывали медиану (1-3-й квартиль): Me 
(Q0,25-Q0,75). Уровень IgA представлен в коэффи-
циентах позитивности (КП) как отношение к от-
рицательному контролю. Корреляции оценивали 
методом Спирмена. Уровень p < 0,05 расценива-
ли как значимый.

Результаты и обсуждение
Через год после заболевания у всех обсле-

дованных сохранялись IgG-антитела к S-белку 
(табл.  1). В то время защитным уровнем считался 
150 BAU/мл. При этом индекс авидности антител 
едва превысил 50%, что говорит о неполном со-
зревании авидности после первичного заболева-
ния. Все IgG-антитела принадлежали к субкласcу 
IgG1, что типично для зрелого, сформированно-
го гуморального иммунитета. После появления 
штамма омикрон все обследуемые перенесли 
повторный COVID-19 в легкой форме и уровень 
IgG-антител к S-белку значимо вырос, авидность 
антител также значимо возросла, а в спектре 
субклассов появились антитела к S-белку IgG2, 
IgG3 и IgG4-субклассов. Это свидетельствует о 
том, что в составе анти-S IgG присутствовали 
как ранее сформированные антитела к исход-
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ным эпитопам, так и вновь синтезированные ан-
титела к мутантным эпитопам. В последующие 2 
года вирус SARS-CoV-2 активно мутировал, поя-
вилось более полутора десятков мутантных VoC. 
Люди из наблюдаемой когорты контактировали 
с этими новыми вирусами, перенося эти бустер-
инфекции в легкой форме или бессимптомно. 
При этом уровень анти-S IgG-антител продол-
жал значимо прирастать, а индекс авидности 
через 4 года превысил 80%. На данный момент 
считают, что защитный уровень анти-S-антител 
составляет 1148 BAU/ мл [11]. У 10 человек (30%) 
уровень антител был ниже указанного значе-
ния, а у остальных – существенно превышал его. 
В спектре субклассов вновь абсолютно преобла-
дающим стал IgG1, более 90%. Были получены 
практически одинаковые коэффициенты корре-
ляции между уровнями анти-S-IgG-антител для 
всех 4 лет r = 0,58, положительная связь средней 
силы. А при расчете корреляций между уровнем 
специфических IgG и их авидности сила связи 
постепенно нарастала от слабой положительной 
(r = 0,33) через год после первичного заболева-
ния до сильной положительной (r = 0,88) через 4 
года наблюдения.

Ранее нами было показано, что уровень анти-
S-IgA-антител после первичного заболевания 
был очень высоким: 8,64 (4,31-15,53) [3], но уже 
через год после заболевания резко снизился. По-
сле перенесенного повторного заболевания, вы-
званного штаммом омикрон в 2022 г., уровень 
анти-S-IgA-антител вновь значимо повысился 

и держался в последующие 2 года на уровне 4-5 
КП. Полагают, что бустерные инфекции новы-
ми штаммами VoC могут поддерживать защиту 
от заражения за счет достаточных для связыва-
ния вируса на слизистых оболочках концентра-
ций IgA [6]. В первый год после заболевания не 
обнаруживалось корреляции между уровнем IgG 
и IgA-антител к S-белку, а через 3 и 4 года была 
обнаружена положительная связь средней силы 
(r = 0,52).

Клеточный иммунитет к S-белку SARS-CoV-2 
выявлялся у всех обследованных через 1 год по-
сле первичного заболевания. После повторно-
го заболевания штаммом омикрон он значимо 
увеличился и держался на этом уровне еще год, 
а на сроке 4 года снизился до уровня, который 
был через 1 год после заболевания. Известно, 
что за счет выраженной кросс-реактивности 
Т-клеточный иммунитет более устойчив к ча-
стым мутациям вируса SARS-CoV-2  [7]. Воз-
можно, при разработке новых вакцин следует 
опираться на формирование именно клеточного 
иммунитета [12].

Заключение
Таким образом, четырехлетнее наблюдение 

за группой переболевших COVID-19 в 2020  г. 
(уханьский штамм SARS-CoV-2) дает основание 
полагать, что при сохранении циркуляции SARS-
CoV-2 в человеческой популяции, адаптивный 
иммунитет к этому вирусу будет поддерживаться 
на защитном уровне. 

ТАБЛИЦА 1. ПАРАМЕТРЫ ИММУНИТЕТА К S-БЕЛКУ ВИРУСА SARS-CoV-2 ПОСЛЕ ПЕРЕНЕСЕННОГО COVID-19, 
Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. PARAMETERS OF IMMUNITY TO S PROTEIN OF SARS-CoV-2 VIRUS AFTER COVID-19, Me (Q0.25-Q0.75)

IgG, BAU/мл
IgG, BAU/mL

Авидность, %
Avidity, %

IgG1, 
%

IgG2, 
%

IgG3, 
%

IgG4, 
%

IgA
(КП)

Positive rate

CD8hiCD107a+, 
%

1 год 
1 year

966
(478-1456)

53,84
(45,06-69,66) 100 0 0 0 0,92

(0,00-3,58)
6,80

(4,61-11,25)

2 года
2 years

1572
(784-2819)*

74,49
(67,50-86,62)* 77,5 4,4 12,4 5,7 3,76

(1,67-6,93)* 
8,79

(4,02-15,59)*

3 года
3 years

1569
(751-2719)*

76,10
(64,97-84,78)* 73,7 0,7 22,7 2,9 5,91

(2,37-8,06)*
8,02

(4,3-15,3)*

4 года
4 years

3721
(416-5095)**

83,10
(66,81-92,68)* 91,9 1,4 3,2 3,5 4,82

(1,62-5,98)*
5,56

(2,93-9,34)

Примечание. * – p < 0,05 по отношению к 1 году. ** – p < 0,05 по отношению к другим годам.

Note. *, p < 0.05 in relation to 1 year. **, p < 0.05 in relation to other years.
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ВЛИЯНИЕ ТЕЧЕНИЯ ОСТРОЙ ИНФЕКЦИИ  
COVID-19 НА ТЕЧЕНИЕ ПОСТКОВИДНОГО  
СИНДРОМА
Добрынина М.А.1, Зурочка В.А.2, Зурочка А.В.1
1 ФБУН «Федеральный научно-исследовательский институт вирусных инфекций “Виром” Роспотребнадзора, 

г. Екатеринбург, Россия 
2 Российско-Китайский Центр Южно-Уральского государственного университета (НИУ), г. Челябинск, 

Россия

Резюме. Пандемия коронавирусной инфекции COVID-19, вызванная вирусом SARS-CoV-2, 

привела к глобальной заболеваемости и высокой смертности во всем мире. По данным историй бо-

лезни, длительное время (от полугода до 2-3 лет) после перенесенной острой инфекции COVID-19 

у пациентов отмечается выраженная усталость, повышенная утомляемость, учащение случаев за-

болеваний ОРВИ за год, учащение рецидивов кожных заболеваний, аллергопатологий, обостре-

ние легочной патологии, заболеваний мочевыводящих путей, учащение рецидивов хронических 

инфекционных заболеваний, таких как герпесвирусная и папилломавирусная инфекции, утяже-

ление течения хронических сердечно-сосудистых и других соматических заболеваний разных ор-

ганов и систем. Обследование пациентов проводилось не менее чем через шесть месяцев после вы-

здоровления от острого COVID-19. Подобные стойкие постинфекционные последствия известны 

как постковидный синдром. Оценивая постковидный синдром, необходимо раскрыть основные 

клинические синдромы полиорганной патологии, характерной для постковидных пациентов. Эн-

докринные и кардиальные проявления постковидного синдрома могут быть следствием прямого 

повреждения вирусом, иммунологического и воспалительного повреждения, а также ятрогенных 

осложнений. Цель исследования – оценить влияние тяжести течения острого COVID-19 на течение 

постковидного синдрома. Задачи исследования: 1. Проанализировать выраженность клинических 

проявлений симптомокомлекса поражения сердечно-сосудистой системы у постковидных пациен-

тов в зависимости от степени поражения легких в острый период COVID-19. 2. Проанализировать 

выраженность клинических проявлений патологии эндокринной системы, в том числе впервые вы-

явленной, у постковидных пациентов в зависимости от степени поражения легких в острый период 
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COVID-19. Так как статистически значимых различий по полу и возрасту выявлено не было, то все 
пациенты были разделены на группы по степени поражения легких в острый период COVID-19 со-
гласно клиническим рекомендациям по диагностике и лечению новой коронавирусной инфекции. 
Данное исследование показало, что клиническая картина постковидного синдрома характеризу-
ется выраженным разнообразием формирования полиорганной патологии, как впервые выявлен-
ной, так и проявляющейся в учащении обострений хронических заболеваний. Выводы: 1. Согласно 
полученным данным, достоверные различия получены между группами КТ0 и КТ1-2, а также КТ0 
и КТ3-4: частота обострений заболеваний сердечно-сосудистой системы в постковидном периоде 
достоверно выше в группах с поражением легких в острый период COVID-19 по сравнению с груп-
пой пациентов без поражения легких. Эти данные говорят о том, что поражения сердечно-сосуди-
стой системы напрямую связаны с тяжестью течения COVID-19, вирусной нагрузкой и выявлялись 
наиболее часто (68%) у постковидных пациентов, перенесших тяжелую коронавирусную инфек-
цию. 2. Согласно полученным данным, частота нарушений обмена глюкозы, в том числе и впервые 
выявленных, достоверно возрастала в постковидный период у пациентов с поражением легких в 
острый период инфекции, тогда как по заболеваниям щитовидной железы, за исключение АИТ, до-
стоверных различий не обнаружено. Возможно, эти нарушения также связаны, с одной стороны, с 
применением кортикостероидной терапии в острый период коронавирусной инфекции, а с другой 
стороны, с нарушением работы регуляторных механизмов эндокринной и иммунной систем под 
воздействием вируса SARS-CoV-2, что еще раз подтверждает наши предположения о формирова-
нии полиорганной патологии у постковидных пациентов.

Ключевые слова: иммунная система, компьютерная томография, вирусная пневмония, инфекция SARS-CoV-2, 
постковидный синдром

INFLUENCE OF CLINICAL FEATURES IN ACUTE COVID-19 
INFECTION ON THE COURSE OF POST-COVID SYNDROME
Dobrynina M.A.a, Zurochka V.A.b, Zurochka A.V.a
a Federal Research Institute of Viral Infections “Virom”, Ekaterinburg, Russian Federation 
b Russian-Chinese Center, South Ural State University (NRU), Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. The COVID-19 pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus has resulted in global morbidity and 
high mortality rates worldwide. According to case histories, for a long time after acute COVID-19 infection 
(six months to 2-3 years), patients may experience a pronounced fatigue, increased tiredness, higher incidence 
of acute respiratory viral infections per year, increased recurrence of skin diseases, allergies, exacerbation of 
pulmonary disorders, urinary tract diseases, increased recurrence of chronic viral diseases, e.g., herpesvirus 
and papillomavirus infections, aggravation of chronic cardiovascular and other somatic diseases of various 
organs and systems. Patients were examined at early as six months after recovery from acute COVID-19. 
Such persistent post-infectious consequences are referred to as post-COVID syndrome. When assessing 
post-COVID syndrome, it is necessary to identify the main clinical syndromes of multiorgan pathology 
characteristic of post-COVID patients. Endocrine and cardiac manifestations of post-COVID syndrome 
may be a consequence of direct damage from viral infection, immunological and inflammatory damage, as 
well as iatrogenic complications. Objective of our study was to assess the impact of acute COVID-19 severity 
on the course of post-COVID syndrome. The research objectives were as follows: 1. To analyze the severity of 
clinical manifestations of cardiovascular disorders in post-COVID patients depending on the degree of lung 
damage in the acute period of COVID-19 (CT0 to CT4). 2. To analyze the severity of clinical manifestations 
of endocrine disorders, including newly diagnosed pathology, in post-COVID patients depending on the 
degree of lung damage in acute period of COVID-19. Since we did not found any significant gender-and 
age-dependent differences, all patients were divided into groups by the degree of lung damage during acute 
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period of COVID-19, according to clinical guidelines for the diagnosis and treatment of a new coronavirus 
infection. This study showed that the clinical picture of post-COVID syndrome is characterized by a 
pronounced diversity in development of multiple organ pathology, both newly diagnosed, or manifesting by 
increased frequency of exacerbations of chronic diseases. Conclusions: 1. According to the data obtained, 
reliable differences were obtained between groups CT0 and CT1-2, as well as CT0 and CT3-4: the frequency 
of exacerbating cardiovascular disorders in the post-COVID period is significantly higher in groups with lung 
damage over acute period of COVID-19 compared to the group of patients without lung damage. These data 
suggest that cardiovascular disorders are directly related to the severity of COVID-19, viral load, and were 
detected most frequently (68%) in post-COVID patients who initially had a severe coronavirus infection. 
2. According to our results, the frequency of glucose metabolism disorders, including those detected for the 
first time, proved to be significantly increased in the post-COVID patients with lung damage during acute 
infection. Meanwhile, no significant differences were found for thyroid disorders, except of autoimmune 
thyroiditis (AIT). These disorders may be associated with usage of corticosteroid therapy in acute period of 
coronavirus infection, or with impairment of regulatory mechanisms of the endocrine and immune systems 
induced by SARS-CoV-2 virus, thus again confirming our assumptions concerning development of multiple 
organ pathology in post-COVID patients.

Keywords: immune system, computed tomography, viral pneumonia, SARS-CoV-2 infection, post-COVID syndrome

The work is completed on the topic of State 
assignments FBIS Federal Scientific Research Insti
tute of Viral Infections “Virom” Federal Service for 
Supervision of Consumer Rights Protection and 
Human Consumption “Study of the mechanisms 
of chronic viral infection formation in patients with 
post-COVID syndrome and impaired immune system 
functions. Development of pathogenetic approaches 
to effective prevention and immunocorrection of 
identified disorders in patients with “post-COVID 
syndrome” No. state registration 124031800093-5.

Introduction
The COVID-19 coronavirus pandemic caused 

by the SARS-CoV-2 virus has had far-reaching 
consequences. According to case histories, patients 
with post-COVID syndrome experience severe 
fatigue, increased fatigability, an increase in the 
incidence of acute respiratory viral infections per year, 
an increase in the recurrence of skin diseases, allergy 
pathologies, an increase in the recurrence of chronic 
infectious and non-infectious diseases of various 
organs and systems. Patients were examined at least 
six months after recovery from acute COVID-19. 
Such persistent post-infectious consequences are 
known as post-COVID syndrome  [7]. When asses
sing post-COVID syndrome, it is necessary to 
reveal the main clinical symptoms of multiorgan 
pathology characteristic of post-COVID patients 
according to the literature  [3]. For example, 410 
participants in a Swiss study were assessed for 

complaints 7-9 months after being diagnosed with 
COVID-19, of which 39.0% of patients reported 
long-term symptoms such as fatigue (20.7%), loss of 
taste or smell (16.8%), shortness of breath (11.7%), 
and headache (10.0%), including among young, 
previously healthy people  [6]. In another study by 
Chinese scientists, 1,733 patients were examined 
6 months after acute COVID-19, in which 9% 
reported a long-term sensation of palpitations and 
5% reported chest pain  [2]. Cognitive impairments 
were noted, manifested by difficulty concentrating, 
deteriorating memory, perception, and/or speech 
reproduction  [8]. In a study by Chinese scientists, 
approximately a quarter of patients reported 
anxiety, depression, and sleep disturbances 6 
months after COVID-19  [2]. However, reports of 
similar complaints after mild COVID-19 suggest a 
contribution to their development by dysfunction 
of the autonomic nervous system  [1]. Long-term 
cognitive impairment has been noted in studies 
aimed at assessing the condition of patients who 
have suffered critical illnesses; it occurs in 20-
40% of patients hospitalized with COVID-19  [10]. 
R.M. Ruggeri et al. write about subacute thyroiditis 
with clinical manifestations of thyrotoxicosis weeks 
after the disappearance of respiratory symptoms [9]. 
COVID-19 can lead to the manifestation of latent 
autoimmune thyroiditis in the form of new-onset 
Hashimoto’s thyroiditis [11] or Graves’ disease [5]. 
Endocrine manifestations of post-COVID syndrome 
can be a consequence of direct damage by the virus, 
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immunological and inflammatory damage, as well as 
iatrogenic complications.

Thus, in the literature there are indications of 
various clinical pathological manifestations of post-
covid syndrome, but at the same time, there is no 
systematization of these studies, and there is no 
data on the pathogenesis of the formation of clinical 
manifestations of post-covid syndrome. In addition, if 
the immune system of patients with acute coronavirus 
infection has been studied quite well, then the state 
of the immune system of post-covid patients remains 
practically unstudied. All this served as the basis for 
our studies of post-covid patients.

The aim of the study was to assess the impact 
of the degree of lung damage in the acute period of 
COVID-19 on the severity of clinical manifestations 
of post-COVID syndrome using the example of 
immune-mediated symptom complexes  – auto
immune, proliferative, and allergopathology.

Materials and methods
A total of 131 patients who had recovered from 

SARS-CoV-2 infection were examined. Of these, 
48 were men aged 20 to 76 years (mean age 55.3 
years) and 83 were women aged 21 to 79 years (mean 
age 53.4 years). The inclusion criteria in the study 
groups were: confirmed diagnosis of SARS-CoV-2 
infection by polymerase chain reaction (PCR), the 
presence of IgA, M to the SARS-CoV-2 virus in 
the acute and post-acute periods of infection and 
IgG to the SARS-CoV-2 virus during the recovery 
period, computed tomography data of the lungs on 
the presence or absence of changes of the “ground 
glass” type. This study was conducted at least 6-12 
months after the infection caused by SARS-CoV-2. 
All patients were preliminarily examined by a general 
practitioner and an immunologist-allergist in order to 
identify concomitant diseases, as well as by doctors 
of other specialties before COVID-19 to establish 
concomitant diagnoses. The groups were randomized 
by gender, age, concomitant diseases according to 
the χ2 criterion. All studies were approved by the 
Independent Local Ethics Committee at the State 
Autonomous Healthcare Institution of the Republic 
of Chelyabinsk “City Clinical Hospital No.  1” of 
Chelyabinsk (protocol No. 8 dated 04/11/2022), on 
the basis of which these studies were conducted, and 
by the Independent Local Ethics Committee at the 
Federal Research Institute of Virology and Infection 
“Virom” of Rospotrebnadzor of Yekaterinburg, 

protocol No.  1 dated 03/22/2024, on the basis of 
which these studies were conducted.

Clinical research methods:
–	 Identification of persons with post-COVID 

syndrome after examination by doctors: therapist, 
allergist-immunologist, pulmonologist, ENT doctor.

–	 Filling out the immunological examination 
card.

–	 Physical, laboratory and instrumental exami
nations for diagnosis.

Immunological research methods
ELISA diagnostic methods. Determination of 

the level of specific IgA, M, G to the SARS-CoV-2 
coronavirus, C1 inhibitor, C3a and C5a comple
ment components by enzyme immunoassay and 
immunofluorescence analysis on a Multiscan FC 
Thermoscientific enzyme immunoassay analyzer 
(China). The study was conducted using generally 
accepted standardized enzyme immunoassay methods 
(test systems of Vector-Best, Russia; Cytokine LLC, 
Russia).

Statistical research methods
Based on the study results, a database was created in 

Excel (MS Office 2007). Data processing and analysis 
were performed using R  3.1.1  12 (RFoundation for 
Statistical Computing, Vienna, Austria) and Micro
soft Excel version 14.0. Student’s t-tests were used for 
parametric data; differences were considered signi
ficant at p < 0.05.

Equipment
The following equipment was used: Multiscan 

FC Thermoscientific enzyme immunoassay ana
lyzer (China), Mindray SL-1200 A immunochemi
luminometer (China), related equipment (centrifuges, 
shakers, thermostats, etc.), computers with software 
packages required for mathematical and statistical 
analysis of the results.

Results and discussion
According to the data presented in Table 1, reliable 

differences were obtained between groups KT0 and 
KT1-2, as well as KT0 and KT3-4  – the frequency 
of exacerbations of rheumatoid arthritis in the post-
COVID period is significantly higher in the group with 
lung damage of less than 50% in the acute period of 
COVID-19 compared to the group of patients without 
lung damage, while the frequency of exacerbations 
of autoimmune thyroiditis is significantly higher in 
patients without lung damage in the acute period of 
COVID-19 compared to the other groups.
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TABLE 1. SEVERITY OF CLINICAL MANIFESTATIONS OF THE AUTOIMMUNE SYMPTOM COMPLEX IN POST-COVID 
PATIENTS DEPENDING ON THE DEGREE OF LUNG DAMAGE IN THE ACUTE PERIOD OF COVID-19

Diseases with increased 
incidence of relapses or first 

identified after clinical recovery 
from acute COVID-19 infection / 

degree of lung damage 
according to CT data

Total number 
of patients 
examined 
(n = 131)

Group 1
CT 0 

(n = 38)

Group 2
CT 1-2 
(n = 68)

Group 3
CT 3-4 
(n = 25)

Abs. % Abs. % Abs. % Abs. %

Rheumatoid arthritis 30 22.9 4 10.2 19 27.9 
p1-2 < 0.05 7 28.0

Autoimmune thyroiditis 20 15.3 11 29.0 7 10.3 
p1-2 < 0.05 2 8.0 

p1-3 < 0.05

Note. Reliability of differences between groups p1-p2, p1-p3, p2-p3. Differences p < 0.05 (Student’s t-test) were considered reliable.

TABLE 2. SEVERITY OF CLINICAL MANIFESTATIONS OF THE SYMPTOM COMPLEX OF ALLERGOPATHOLOGY IN POST-
COVID PATIENTS DEPENDING ON THE DEGREE OF LUNG DAMAGE IN THE ACUTE PERIOD OF COVID-19

Diseases with increased incidence of 
relapses or first identified after clinical 

recovery from acute COVID-19 infection / 
degree of lung damage according to CT 

data

Total number 
of patients 
examined 
(n = 131)

Group 1
CT 0 

(n = 38)

Group 2
CT 1-2 
(n = 68)

Group 3
CT 3-4 
(n = 25)

Abs. % Abs. % Abs. % Abs. %

Eczema, contact dermatitis, psoriasis 36 27.5 11 29.0 18 26.7 7 28.0

Quincke’s edema, urticaria, anaphylaxis, 
vasculitis, alveolitis, bronchiolitis 68 51.9 20 52.3 35 51.5 13 52.0

Seasonal rhinitis, conjunctivitis 32 24.4 10 26.3 17 25.0 5 20.0

Bronchial asthma 19 14.5 4 10.5 14 20.6 1 4.0

Note. As for Table 1.

TABLE 3. SEVERITY OF CLINICAL MANIFESTATIONS OF THE PROLIFERATIVE SYMPTOM COMPLEX IN POST-COVID 
PATIENTS DEPENDING ON THE DEGREE OF LUNG DAMAGE IN THE ACUTE PERIOD OF COVID-19

Diseases with increased incidence of 
relapses or first identified after clinical 

recovery from acute COVID-19 infection / 
degree of lung damage according to CT 

data

Total number 
of patients 
examined 
(n = 131)

Group 1
CT 0 

(n = 38)

Group 2
CT 1-2 
(n = 68)

Group 3
CT 3-4 
(n = 25)

Abs. % Abs. % Abs. % Abs. %

Frequent lymphadenitis 41 31.3 13 34.2 20 29.4 8 32.0

Benign tumors: fibroids, cysts, polyps, 
fibroadenomas, endometriosis 54 41.2 12 31.6 30 44.1 12 48.0

Note. As for Table 1.
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TABLE 4. ANALYSIS OF COMPLEMENT SYSTEM PARAMETERS IN POST-COVID PATIENTS DEPENDING ON THE DEGREE 
OF LUNG DAMAGE ACCORDING TO COMPUTED TOMOGRAPHY DATA IN THE ACUTE PERIOD OF COVID-19

Degree of lung 
damage according 
to CT data / level of 
complement system 

indicators

Group 1
CT 0 

(n = 38)
M±m, р

Group 2
CT 1-2 
(n = 68)
M±m, р

Group 3
CT 3-4 
(n = 25)
M±m, р

Group 4 
Conditionally 

healthy individuals 
who have not had 

COVID-19 
(n = 16)
M±m, p

C1q, mcg/mL 273.9±31.7 275.5±27.9

199.1±20.3
p1-3 < 0.05
p2-3 < 0.05
p3-4 < 0.05

287.2±31.2

C3a, ng/mL 109.7±6.4 115.3±6.9 106.3±13.0 119.7±18.3

C5a, ng/mL 27.2±3.5
p1-4 < 0.05

25.2±2.6
p2-4 < 0.05

27.1±5.9
p3-4 < 0.05 15.1±2.7

Note. As for Table 1.

When analyzing the effect of the degree of lung 

damage in the acute period of COVID-19 infection 

on the increase in the frequency of exacerbations of 

allergic diseases in the post-COVID period (Table 2), 

no dependence was found. However, at the same time, 

a tendency towards an increase in the most clinically 

severe allergopathology was revealed in post-COVID 

patients: firstly, in all groups (52%), exacerbations 

of such pathologies as Quincke’s edema, urticaria, 

anaphylaxis, vasculitis, alveolitis, and bronchiolitis 

became more frequent in the post-COVID period. All 

this indicates that the deterioration of the condition 

of these patients in the post-COVID period was 

influenced by the infection caused by the SARS-

CoV-2 virus. Allergic skin lesions were in second place 

in terms of exacerbation frequency – about 28%. 

The frequency of exacerbations of proliferative 

diseases did not show significant differences between 

patient groups depending on the degree of lung damage 

in the acute period of infection (Table 3), but there 

was a tendency for the frequency of exacerbations to 

increase in patients with more severe forms of acute 

COVID-19 infection. It should also be noted that the 

percentage of such patients is quite high – from 31.6% 

to 48%. These data further indicate that post-COVID 

patients develop multiple organ pathology.

One of the key indicators of immune status is the 
complement system. Disturbances in the activity of the 
complement system can lead to serious consequences 
for various organs and tissues  – the central nervous 
system, liver, lungs, and the immune system as a 
whole [4]. Therefore, the next stage of the study was 
to compare the level of complement system indicators 
in post-COVID patients depending on the severity of 
acute coronavirus infection (Table 4).

As can be seen from Table 4, all patients who 
have had COVID-19 have increased activity of the 
complement fragment C5a, which indicates long-
term (at least six months) stimulation of the classical 
complement activation pathway. Also noteworthy is 
the persistent decrease in the activity of C1q, which 
is responsible for the normalization of activated 
complement, in the most clinically severe patients. 

Conclusions
Autoimmune, proliferative and allergic diseases 

are directly related to disorders of the immune system. 
Summarizing the results of this study, we can make the 
following conclusions:

1.	 The severity of autoimmune disorders in 
the post-COVID period is not directly related to 
the severity of the disease, but is more associated 
with basic corticosteroid therapy (GCS) both for 
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the treatment of autoimmune processes and for the 
treatment of COVID-19. If GCS are not used for 
autoimmune thyroiditis, then their use in the acute 
period of infection subsequently reduced the number 
of relapses. Whereas with rheumatoid arthritis, 
the situation is the opposite: the use of GCS in the 
acute period of infection in patients already on basic 
corticosteroid therapy subsequently leads to an 
increase in the number of relapses in post-COVID 
patients.

2.	 In post-COVID patients, a tendency towards 
an increase in the most clinically severe allergo
pathology was revealed: firstly, in all groups (52%) 
in the post-COVID period, exacerbations of such 
pathologies as Quincke’s edema, urticaria, ana
phylaxis, vasculitis, alveolitis, and bronchiolitis 
became more frequent. All this indicates that the 
deterioration of the condition of these patients in 
the post-COVID period was influenced by the past 
infection caused by the SARS-CoV-2 virus. Allergic 
skin lesions were in second place in terms of the 
frequency of exacerbations – about 28%.

3.	 There is a tendency towards an increase in the 

frequency of exacerbations of proliferative diseases in 

patients with more severe forms of acute COVID-19 

infection. It should also be noted that the percentage 

of such patients is quite high – from 31.6% to 48%.

4. The SARS-CoV-2 virus can affect the acti

vation of the complement system, which explains the 

presence of clinical manifestations of post-COVID 

syndrome in individuals who have had an acute form 

of COVID-19 in a mild form without lung damage 

according to computed tomography data and who do 

not have the phenotypes of immune system damage 

that we have previously identified. The data obtained 

indicate that the examination of post-COVID 

patients should be carried out not only by assessing 

their clinical characteristics, but also by examining 

the state of the immune system of such patients 

in order to make a correct diagnosis and prescribe 

etiological and pathogenetic therapy, including 

immune therapy.
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ  
ИММУНОРЕЗИСТЕНТНОСТИ КЛИНИЧЕСКИХ  
ИЗОЛЯТОВ ЭНТЕРОКОККОВ И СТАФИЛОКОККОВ  
ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ БАКТЕРИАЛЬНОМ ПРОСТАТИТЕ
Пашинина О.А., Пашкова Т.М., Карташова О.Л., Попова Л.П., 
Кузьмин М.Д., Гриценко В.А.
Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза Уральского отделения Российской академии наук – 
обособленное структурное подразделение ФГБУН «Оренбургский федеральный исследовательский центр» 
Уральского отделения Российской академии наук, г. Оренбург, Россия 

Резюме. Цель исследования – провести сравнительный анализ факторов иммунорезистентности у 
штаммов энтерококков и стафилококков, выделенных при хроническом бактериальном простатите 
(ХБП). Исследования in vitro проведены на 24 клинических штаммах грамположительных кокков раз-
ных видов: Enterococcus faecalis (n = 6), Staphylococcus aureus (n = 6), коагулазонегативные стафилокок-
ки (сoagulase-negative staphylococci – CоNS): S. haemolyticus (n = 6), S. epidermidis (n = 6), выделенные 
из секрета простаты у мужчин с ХБП. Антилизоцимную активность (АЛА) бактерий и их способность 
образовывать биопленки определяли фотометрическим методом; sIgA-протеазную активность бакте-
рий и их антицитокиновую активность (АЦА) в отношении про- и противовоспалительных цитоки-
нов (IL-6, IL-8, IL-17A, TNFα и IL-4) определяли иммуноферментным методом. Полученные данные 
обработаны методами вариационной статистики и методом ранговой корреляции по Спирмену. При 
проведении сравнительного анализа факторов иммунорезистентности у энтерококков и стафилокок-
ков, выделенных при ХБП, не обнаружено существенных различий в уровнях выраженности АЛА, 
БПО и АЦА в отношении IL-8 и TNFα между изолятами бактерий изученных видов, но выявлена их 
межвидовая вариабельность по экспрессии sIgA-протеазной активности и АЦА в отношении IL-4, 
IL-6 и IL-17А. Результаты корреляционного анализа свидетельствовали о наличии у изолятов CoNS и 
S. aureus тесной положительной связи между экспрессией АЦА IL-8 и АЦА IL-6, а также у штаммов 
CoNS и E. faecalis – между sIgA-протеазной активностью и АЦА IL-6. Обратные корреляционные за-
висимости между АЦА IL-8 и АЦА IL-17А, АЦА IL-8 и БПО; а также БПО и АЦА TNFα выявлены у 
E. faecalis. Проведенные исследования позволили охарактеризовать у штаммов E. faecalis, S. aureus и 
CoNS разных видов, выделенных от больных с ХБП, ряд факторов иммунорезистентности, связанных 
с инактивацией/супрессией антимикробных механизмов защиты, которые могут способствовать вы-



1048

Pashinina O.A. et al.
Пашинина О.А. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

живанию и длительной персистенции патогенов в предстательной железе. Дальнейшие исследования 
в этом направлении могут дать новые практически полезные сведения, в том числе касающиеся про-
гнозирования персистенции конкретных штаммов. 

Ключевые слова: хронический бактериальный простатит, энтерококки, стафилококки, антилизоцимная активность, 
способность к биопленкообразованию, sIgA-протеазная активность, антицитокиновая активность

СOMPARATIVE IMMUNE RESISTANCE OF ENTEROCOCCI 
AND STAPHYLOCOCCI ISOLATED IN CHRONIC BACTERIAL 
PROSTATITIS
Pashinina O.A., Pashkova T.M., Kartashova O.L., Popova L.P., 
Kuzmin M.D., Gritsenko V.A.
Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis – a Separate Structural Unit of the Orenburg Federal Research Center, 
Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Orenburg, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to conduct a comparative analysis of immunoresistance factors in 
enterococci and staphylococci strains isolated in chronic bacterial prostatitis (CBP). In vitro studies were 
conducted on 24 clinical strains of Gram-positive cocci of different species: Enterococcus faecalis (n  =  6), 
Staphylococcus aureus (n = 6), coagulase-negative staphylococci (CoNS): S. haemolyticus (n = 6), S. epidermidis 
(n = 6), isolated from prostatic secretion in men with CBP. Antilysozyme activity (ALA) of bacteria and their 
ability to form biofilms (BFA) were determined photometrically; sIgA protease activity of bacteria and their 
anticytokine activity (ACA) in relation to pro- and anti-inflammatory cytokines (IL-6, IL-8, IL-17A, TNFα 
and IL-4) were determined by the enzyme immunoassay. The obtained data were processed by the methods of 
variation statistics and the Spearman correlation criterion. Upon the comparative analysis of immunoresistance 
factors in enterococci and staphylococci isolated in CBP, no significant differences in the expression levels of 
ALA, BPO, and ACA in relation to IL-8 and TNFα were revealed between the isolates of bacteria of the studied 
species, but their interspecies variability in sIgA protease expression and ACA against IL-4, IL-6, and IL-17A 
were noted. The results of correlation analysis have shown a close positive relationship between the expression 
of ACA IL-8 and ACA IL-6 in CoNS and S. aureus isolates, as well as between sIgA protease activity and 
ACA IL-6 in CoNS and E. faecalis strains. Inverse correlations were found between ACA to IL-8 and ACA to 
IL-17A, ACA IL-8 and BFA. Moreover, BFA and ACA to TNFα were detected in E. faecalis. These results 
allowed us to characterize a number of immunoresistance factors associated with inactivation/suppression of 
antimicrobial defense mechanisms in clinical strains of E.  faecalis, S. aureus and CoNS of different species 
isolated from patients with CBP, which may contribute to the survival and long-term persistence of pathogens 
in the prostate gland. Further studies in this area can provide new practically useful data, including information 
related to the prediction of persistence for distinct bacterial strains.

Keywords: chronic bacterial prostatitis, Enterococci, Staphylococci, antilysozyme activity, biofilm formation ability, sIgA protease 
activity, anticytokine activity

Работа выполнена по теме государственного 
задания ИКВС УрО РАН №  FUUG-2022-0007 
«Исследование симбиотических систем про- и 
эукариот в биологии и медицине».

Введение 
Хронические инфекционно-воспалительные 

заболевания, в том числе хронический бактери-
альный простатит (ХБП), связаны с персистиро-
ванием возбудителей в тканях пораженных орга-
нов на фоне ярко выраженного (при рецидиве) 
или вяло текущего (в период ремиссии) воспа-

лительного процесса. Длительное вегетирование 
патогенов в пораженных локусах сопряжено с 
постоянным воздействием на микроорганизмы 
гуморальных и клеточных факторов врожденно-
го и адаптивного иммунитеты. Выживание ин-
фекционных агентов в таких условиях возможно 
лишь при наличии у них факторов и механизмов 
супрессии/нейтрализации компонентов анти-
микробной защиты макроорганизма. Совокуп-
ность подобных свойств, называемых факторами 
персистенции или импединами (от лат. impede – 
мешать, препятствовать, задерживать), так как 
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их функция ограничивается «обороной без по-
вреждения», обеспечивает возбудителям имму-
норезистентность (по аналогии с антибиотико-
устойчивостью), которая препятствует процессу 
саногенеза и элиминации патогенов из инфици-
рованных органов [1, 3, 6]. 

Несмотря на то, что при хроническом течении 
ряда инфекционно-воспалительных заболеваний 
у возбудителей охарактеризован широкий спектр 
факторов персистенции, включая антилизоцим-
ную, антикомплементарную, антилактоферрино-
вую, sIgA-протеазную, антицитокиновую актив-
ности и способность формировать биопленки [8, 
12, 16], при ХБП иммунорезистентность приори-
тетных патогенов, к которым, в частности, от-
носятся энтерококки и стафилококки  [17], оха-
рактеризована фрагментарно  [10, 11]. При этом 
особый интерес представляет анализ взаимосвя-
зей персистентных характеристик между собой 
у грамположительных кокков изученных видов, 
результаты которого позволят точнее представить 
видоспецифические особенности паттернов им-
мунорезистентности данных возбудителей ХБП. 

Цель исследования – провести сравнительный 
анализ факторов иммунорезистентности штам-
мов энтерококков и стафилококков, выделенных 
при хроническом бактериальном простатите.

Материалы и методы
В работе использованы культуры стафилокок-

ков и энтерококков, выделенные из секрета пред-
стательной железы у больных ХБП классическим 
бактериологическим методом. Для выделения 
стафилококков использовали желточно-солевой 
агар; для энтерококков  – Enterococcosel-Agar 
(CONDA, Испания) и желчно-эскулиновый агар 
с азидом натрия (HiMedia, Индия). Посевы бак-
терий инкубировали при 37  °С в течение 18-24 
часов.

Видовую принадлежность микроорганиз-
мов оценивали с помощью масс-спектрометра 
MALDI-TOF серии Microflex (Bruker Daltonics, 
Германия), идентификацию микроорганизмов с 
расчетом коэффициента достоверности проводи-
ли с использованием программного обеспечения 
Maldi BioTyper 3.0. 

Материалом для экспериментов in vitro послу-
жили 24 клинических штамма грамположитель-
ных кокков разных видов: Enterococcus  faecalis 
(n  =  6), Staphylococcus aureus (n  =  6), коагулазо-
негативные стафилококки (сoagulase-negative 
staphylococci – CоNS), в том числе: S. haemolyticus 
(n = 6) и S. epidermidis (n = 6). 

Фотометрическим методом определяли анти
лизоцимную активность (АЛА) [2] бактерий и их 
способность к биопленкообразованию (БПО) [18]; 
иммуноферментным методом (ИФА) определяли 

sIgA-протеазную активность бактерий  [4] и их 
антицитокиновую активность (АЦА), т. е. спо-
собность микроорганизмов инактивировать в 
среде про- (IL-6, IL-8, IL-17A, TNFα) и противо-
воспалительные цитокины (IL-4) [5].

Полученные данные обработаны методами 
вариационной статистики и методом ранговой 
корреляции по Спирмену с помощью програм-
мы Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., США). Результаты 
представлены в виде средних значений и ошибок 
средних (M±m), для сравнения групп использо-
вали критерий Стьюдента, значимыми считали 
различия при p < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Сравнительный анализ изученных факторов 

иммунорезистентности у энтерококков и ста-
филококков, выделенных при ХБП, показал их 
сходство по таким персистентным характеристи-
кам, как АЛА, БПО и АЦА в отношении IL-8 и 
TNFα, а также выявил межвидовую вариабель-
ность данных микроорганизмов по уровням экс-
прессии ряда изученных свойств, в частности по 
выраженности у них sIgA-протеазной активности 
и АЦА в отношении IL-4, IL-6 и IL-17А (табл.  1).

Как видно из представленной таблицы 1, меж-
ду клиническими штаммами бактерий изученных 
видов отсутствовали существенные различия в 
уровнях экспрессии таких персистентных харак-
теристик, как АЛА, БПО и АЦА в отношении IL-8 
и TNFα, что косвенно указывало, с одной сторо-
ны, на весомый вклад данных свойств в форми-
рование иммунорезистентности возбудителей 
ХБП, с другой стороны, на их важное значение 
в обеспечении персистенции патогенов в тканях 
предстательной железы при этой патологии. 

В то же время были обнаружены межвидовые 
отличия бактерий по выраженности у них других 
факторов иммунорезистентности (табл.  1). 

Так, при определении у клинических штам-
мов экспрессии sIgA-протеазной активности 
установлено, что максимальный уровень этого 
признака регистрировался у изолятов E.  faecalis 
(24,9±0,3%), что в 2,1 раза превышало анало-
гичный показатель у культур CoNS (11,9±0,3%, 
р  <  0,01) и в 11,9 раз  – у S.  aureus (2,1±0,1%, 
р < 0,001). 

Что касается АЦА в отношении IL-6, то ее 
максимальный уровень демонстрировали штам-
мы S. aureus (7,8±0,8 пг/мл), который был выше 
этих показателей у изолятов CоNS (5,6±0,3 пг/ мл, 
р  <  0,05) и E.  faecalis (5,5±0,2 пг/мл, р  <  0,05). 
Кроме того, изоляты S. aureus отличались от бак-
терий других видов по уровню АЦА в отноше-
нии IL-17А, он у них был выше (34,2±2,1 пг/мл), 
чем у штаммов CоNS (23,2±1,9 пг/мл, р < 0,05) и 
E. faecalis (19,9±1,8 пг/мл, р < 0,01). Межвидовые 
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ТАБЛИЦА 1. ЭКСПРЕССИЯ ФАКТОРОВ ИММУНОРЕЗИСТЕНТНОСТИ ЭНТЕРОКОККОВ И СТАФИЛОКОККОВ, 
ВЫДЕЛЕННЫХ ОТ БОЛЬНЫХ С ХРОНИЧЕСКИМ БАКТЕРИАЛЬНЫМ ПРОСТАТИТОМ

TABLE 1. EXPRESSION OF IMMUNORESISTANCE FACTORS OF ENTEROCOCCI AND STAPHYLOCOCCI ISOLATED FROM 
PATIENTS WITH CHRONIC BACTERIAL PROSTATITIS

Факторы иммунорезистентности
Iimmunoresistance factors

Группы бактерий
Groups of bacteria

E. faecalis 
(n = 6)

S. aureus 
(n = 6)

CoNS 
(n = 12)

АЛА, мкг/мл
ALA, μg/mL 1,7±0,1 1,9±0,1 1,8±0,3

БПО, у. е.
BFF, c. u. 1,3±0,1 1,41±0,10 1,3±0,1

sIgA-протеазная активность, %
sIgA-protease activity, % 24,9±0,3* 2,1±0,1 11,9±0,3*

АЦА в отношении цитокинов (пг/мл) 
ACA in relation to cytokines (pg/mL)

IL-4 16,7±1,5 0 23,2±1,8*

IL-6 5,5±0,2 7,8±0,8* 5,6±0,3

IL-17А 19,9±1,8* 34,2±2,1 23,2±1,9*

TNFα 52,7±4,1 47,0±3,2 52,8±3,3

IL-8 46,8±3,5 41,0±3,1 44,9±2,6

Примечание. АЛА – антилизоцимная активность (мкг/мл); БПО – биопленкообразование (у. е.); sIgA-протеазная 
активность – способность секретировать протеолитические ферменты, разрушающие sIgA (%); АЦА – 
антицитокиновая активность (пг/мл). * – достоверные межвидовые различия экспрессии признаков (р < 0,05). 

Note. ALA, antilysozyme activity (μg/mL); BFF, biofilm formation (с. u); sIgA-protease activity, the ability to secrete proteolytic 
enzymes that destroy sIgA (%); ACA, anticytokine activity (pg/mL). *, significant interspecific differences in trait expression 
(р < 0.05). 

различия наблюдались и по АЦА в отношении 
IL-4: у культур S.  aureus данный признак отсут-
ствовал, тогда как самый высокий его уровень 
наблюдался у изолятов CоNS (23,2±1,8 пг/мл), 
который достоверно превышал таковой у штам-
мов E. faecalis (16,7±1,5 пг/мл, р < 0,05). 

Эти данные, очевидно, свидетельствуют о су-
щественном вкладе АЦА в отношении различных 
цитокинов в формирование видоспецифичности 
паттернов иммунорезистентности возбудителей 
ХБП разной таксономической принадлежности. 

Для выявления возможных взаимосвязей 
между свойствами исследуемых штаммов микро-
организмов нами был проведен корреляционный 
анализ и выявлены взаимосвязи между перси-
стентными свойствами изучаемых видов микро-
организмов (рис. 1). 

Так, у штаммов S.  aureus экспрессия АЦА в 
отношении IL-8 положительно коррелировала с 
sIgA-протеазной активностью, АЦА IL-6, АЦА 
TNFα (r = 0,94, r = 0,7 и r = 0,76 соответственно; 
p < 0,05). Установлена высокая степень корреля-
ционной зависимости между АЦА IL-6 и АЦА 

TNFα (r = 0,8; p < 0,05), а также АЦА IL-6 и БПО 
(r = 0,8; p < 0,05).

У изолятов CoNS отмечена высокая корреля-
ционная зависимость экспрессии АЦА IL-8 и 
sIgA-протеазной активности; АЦА IL-8 и АЦА 
IL-6 (r = 0,92; p < 0,05), sIgA-протеазной актив-
ности и АЦА IL-6 (r = 0,86; p < 0,05).

У штаммов E. faecalis, также как и у S. aureus, 
отмечен высокий уровень корреляции между 
экспрессией АЦА IL-8 и АЦА TNFα (r  =  0,75; 
p  <  0,05), и также как у изолятов CoNS  – sIgA-
протеазной активностью и АЦА IL-6 (r  =  0,7; 
p < 0,05). Отмечены корреляции между экспрес-
сией АЦА IL-4 и БПО (r = 0,87, p < 0,05), АЛА и 
АЦА IL-17А (r = 0,94, p < 0,05).

У культур энтерококков выявлена обрат-
ная корреляционная зависимость выраженно-
сти АЦА IL-8 и АЦА IL-17А, АЦА IL-8 и БПО 
(r  =  -0,7; p  <  0,05); а также БПО и АЦА TNFα 
(r = -0,76; p < 0,05).

Таким образом, проведенный корреляцион-
ный анализ выявил высокую силу корреляци-
онной зависимости у изолятов CoNS и S.  aureus 
между экспрессией АЦА IL-8 и АЦА IL-6, и у 
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штаммов CoNS и E. faecalis между sIgA-протеазной 
активностью и АЦА IL-6. Обратные корреляци-
онная зависимости между свойствами выявлены 
у E. faecalis. 

Проведенные исследования позволили опре-
делить факторы, инактивирующие/супресси-
рующие антимикробные механизмы защиты у 
стафилококков разных видов и энтерококков, 
выделенных при хроническом течении бактери-
ального простатита.

Основной стратегией патогенных микроор-
ганизмов при хронической инфекции является 
адаптация, направленная на длительное выжи-
вание, которое возможно только при реализации 
эффективных механизмов защиты и нападения. 

Развитие и исход заболеваний микробной 
этиологии зависят от персистентных свойств ми-
кроорганизмов, направленных на инактивацию 

факторов естественной резистентности организ-
ма человека.

Факторы, способствующие персистенции, 
рассматриваются в качестве маркера, обуслов-
ливающего длительное переживание патогена в 
организме хозяина. К таким факторам относят, в 
частности, способность бактерий деградировать 
лизоцим, что может приводить в конечном ито-
ге к развитию местного иммунодефицита, с по-
следующим формированием хронического вос-
палительного процесса, и, несомненно, повлечет 
за собой дегенеративные изменения в различных 
отделах репродуктивного тракта.

В нашем исследовании установлен высокий 
уровень экспрессии sIgA-протеазной активности 
у штаммов энтерококков, что, очевидно, необхо-
димо для их выживания в условиях действия се-
креторного иммуноглобулина А, а также свиде-

Рисунок 1. Корреляционные плеяды между уровнями экспрессии факторов иммунорезистентности у штаммов:  
А – E. faecalis, Б – S. aureus, В – CoNS 
Figure 1. Correlation pleiades between the expression levels of immunoresistance factors in strains: A, E. faecalis; B, S. aureus;  
C, CoNS
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тельствует о способности sIgA-протеаз E. faecalis 
поддерживать воспалительный процесс и уча-
ствовать в его хронизации [13]. 

Иммунорезистентность бактерий связана так-
же с их способностью формировать биопленки, 
которые, прикрепившись к эпителию системы 
протоков, образуют слизь экзополисахарида или 
защитные оболочки гликокаликса, что приводит 
к стойкой иммунологической стимуляции и по-
следующему хроническому воспалению [7].

В настоящее время продолжает активно из-
учаться способность микроорганизмов к инакти-
вации/нейтрализации различных видов цитоки-
нов [14, 15]. Нами установлено, что энтерококки 
и стафилококки, выделенные из клинического 
материала при ХБП, обладают высоким потен-
циалом к инактивации TNFα, IL-8, IL-6, IL-17А, 
что, вероятно, позволяет им вмешиваться в фор-
мирование иммунного ответа на бактериальную 
агрессию и тем самым существенно влиять на 
течение и исход инфекционного процесса. Вме-
сте с тем самая высокая антицитокиновая актив-
ность в отношении IL-4 отмечена у CоNS. Эти 
данные согласуются с результатами другого ис-

следования, в частности  [9], где было показано, 
что наиболее высокий уровень АЦА в отношении 
IL-4 демонстрировали бактерии вида S.  xylosis, 
относящегося к группе коагулазонегативных ста-
филококков. Авторы предполагают, что дальней-
шие исследования антицитокиновой активности 
у штаммов стафилококков, выделенных из се-
крета предстательной железы мужчин с симпто-
мами урогенитальной инфекции, позволят выя-
вить информативные параметры, пригодные для 
оценки степени тяжести заболевания.

Заключение
Иммунологические особенности местного 

иммунитета играют ключевую роль в торможе-
нии персистенции микроорганизмов. В  свою 
очередь, дисфункция иммунной системы способ-
ствует изменению цитокинового профиля и фор-
мированию аутоиммунных процессов, хрониза-
ции инфекционно-воспалительного процесса. 
Постоянное воздействие патогенных микроор-
ганизмов приводит к срыву защитных реакций, а 
следовательно – к декомпенсации и нарушению 
функции предстательной железы.
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СИСТЕМНАЯ ВЗАИМОСВЯЗЬ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ, 
ГОРМОНАЛЬНЫХ И МЕТАБОЛИЧЕСКИХ  
МАРКЕРОВ У ЖЕНЩИН С СИНДРОМОМ  
ПОЛИКИСТОЗНЫХ ЯИЧНИКОВ
Азизова З.Ш.1, Мусаходжаева Д.А.1, Рузимуродов Н.Ф.1, 
Олимова Н.И.2
1 Институт иммунологии и геномики человека Академии наук Республики Узбекистан, г. Ташкент, 
Республика Узбекистан  
2 Бухарский государственный медицинский университет, г. Бухара, Республика Узбекистан

Резюме. Синдром поликистозных яичников (СПКЯ) представляет собой одно из наиболее распро-
страненных эндокринных расстройств у женщин репродуктивного возраста и характеризуется разно-
образными клиническими проявлениями, включая нарушение овуляции, гиперандрогению, а также 
метаболические изменения, такие как инсулинорезистентность и ожирение. В последние годы все 
больше внимания уделяется роли иммунных факторов и системного воспаления в патогенезе данного 
синдрома. Целью настоящего исследования явилось определение уровней антимюллерова гормона, 
гонадотропинов, провоспалительных цитокинов, показателей углеводного обмена и индекса инсули-
норезистентности у женщин с различными клиническими формами СПКЯ, в зависимости от харак-
тера менструального цикла. В исследование были включены 86 женщин репродуктивного возраста, 
которые были разделены на четыре группы: контрольную (женщины без нарушений менструального 
цикла) и три группы пациенток с СПКЯ, стратифицированные по типу менструального нарушения: 
регулярный цикл, олигоменорея и аменорея. У всех участниц определялись уровни антимюллерова 
гормона, фолликулостимулирующего и лютеинизирующего гормонов, глюкозы, инсулина, а также 
провоспалительных цитокинов – IL-6, TNFα и IL-17А. Рассчитывался индекс инсулинорезистент-
ности. Полученные данные показали достоверное повышение уровней всех изучаемых гормональных 
и иммунных показателей у женщин с СПКЯ по сравнению с контрольной группой, с наибольшими 
изменениями в группе с аменореей. Результаты исследования подтверждают наличие системной вза-
имосвязи между воспалительными, гормональными и метаболическими нарушениями у женщин с 
СПКЯ. Провоспалительные цитокины могут рассматриваться в качестве потенциальных биомарке-
ров тяжести заболевания, а их комплексная оценка наряду с гормональными и метаболическими по-
казателями может способствовать улучшению диагностики и индивидуализации терапии при данном 
синдроме.

Ключевые слова: синдром поликистозных яичников, цитокины, гормоны, женщины, сыворотка, менструация, дисбаланс
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SYSTEMIC RELATIONSHIPS OF INFLAMMATORY, 
HORMONAL, AND METABOLIC MARKERS IN WOMEN WITH 
POLYCYSTIC OVARY SYNDROME
Azizova Z.Sh.a, Musakhodzhayeva D.A.a, Ruzimurodov N.F.a, 
Olimova N.I.b
a Institute of Immunology and Human Genomics, Academy of Sciences of the Republic of Uzbekistan, Tashkent, 
Republic of Uzbekistan  
b Bukhara State Medical University, Bukhara, Republic of Uzbekistan

Abstract. Polycystic ovary syndrome (PCOS) is among the most common endocrine disorders observed in 
women of reproductive age and is characterized by a wide range of clinical manifestations, including ovulatory 
dysfunction, hyperandrogenism, and metabolic alterations, such as insulin resistance and obesity. In recent 
years, increasing attention has been given to immune factors and systemic inflammation in pathogenesis 
of this syndrome. Our objective was to determine the levels of anti-Müllerian hormone, gonadotropins, 
proinflammatory cytokines, carbohydrate metabolism parameters, and insulin resistance index in women 
with different clinical phenotypes of PCOS depending on the type of menstrual cycle. The study included 86 
women at their reproductive age, being divided into four groups: a control group (women without menstrual 
cycle disturbances) and three groups of patients with PCOS, stratified by the type of menstrual irregularity: 
regular cycle, oligomenorrhea, and amenorrhea. All participants underwent evaluation of serum levels of anti-
Müllerian hormone, follicle-stimulating hormone, luteinizing hormone, glucose, insulin, and proinflammatory 
cytokines including IL-6, TNFα, and IL-17A. Insulin resistance index was also calculated in accordance with 
a homeostatic model. The findings demonstrated significantly increased levels of all evaluated hormonal and 
immune parameters in women with PCOS compared to the control group, with the most pronounced changes 
observed in amenorrheic subgroup. The results of the study confirm a systemic interrelationship between 
inflammatory, hormonal, and metabolic disturbances in women with PCOS. Proinflammatory cytokines may 
serve as potential biomarkers of disease severity, and their comprehensive assessment, along with hormonal 
and metabolic markers may enhance the accuracy of diagnosis and support a more individualized approach to 
therapy in this patient population.

Keywords: polycystic ovary syndrome, cytokines, hormones, women, serum, menstruation, imbalance

Введение
Синдром поликистозных яичников (СПКЯ) 

является одной из наиболее распространенных 
форм эндокринной патологии у женщин репро-
дуктивного возраста, затрагивая, по оценкам, от 
8% до 15% в популяции [1].

На протяжении последних лет особое внима-
ние исследователей привлекает роль иммунных 
и провоспалительных факторов в патогенезе 
СПКЯ. Согласно современным представлениям, 
хроническое низкоуровневое воспаление рас-
сматривается как ключевой компонент заболе-
вания [6]. Установлено, что у пациенток с СПКЯ 
повышены уровни провоспалительных цитоки-
нов, играющих важную роль в нарушении ме-
таболического гомеостаза и овариальной функ-
ции [2, 9].

Дополнительный интерес представляет цито-
кин IL-17A, принадлежащий к Th17-подгруппе и 
способствующий активации нейтрофилов и уси-
лению тканевого воспаления. Повышение уров-

ня IL-17A у женщин с СПКЯ может быть связано 
с инсулинорезистентностью и метаболическим 
синдромом, как это показано в работе H. Kuang 
и соавт. [7].

Важную регуляторную роль в росте и созре-
вании фолликулов играет антимюллеров гормон 
(АМГ), уровень которого у пациенток с СПКЯ 
значимо повышен и коррелирует с количеством 
антральных фолликулов [10]. Более того, послед-
ние исследования свидетельствуют о возможной 
взаимосвязи между концентрацией АМГ и уров-
нем провоспалительных цитокинов, что может 
указывать на участие АМГ не только как биомар-
кера овариального резерва, но и как активного 
участника патологического фолликулогенеза [4].

Не менее важными в патогенезе СПКЯ яв-
ляются классические гонадотропины  – фолли-
кулостимулирующий (ФСГ) и лютеинизирую-
щий гормоны (ЛГ). Нарушение соотношения 
ЛГ/ ФСГ, особенно преобладание ЛГ, способству-
ет стимуляции андрогенпродуцирующих клеток 
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теки и нарушает нормальный механизм овуля-
ции. Повышение ЛГ также связано с усилением 
синтеза AMГ и нарушением выбора доминант-
ного фолликула  [5]. В то же время снижение 
чувствительности к ФСГ на фоне высокой про-
дукции AMГ может препятствовать нормальному 
фолликулогенезу и провоцировать его блокаду на 
ранних стадиях [10].

Гиперинсулинемия и повышение глюкозы 
натощак, сопровождающие инсулинорезистент-
ность, играют дополнительную роль в поддер-
жании гиперандрогенного фона, усиливая ак-
тивность стероидогенеза в яичниках и подавляя 
синтез глобулина, связывающего половые гор-
моны в печени, что увеличивает биодоступность 
тестостерона, что, в свою очередь, приводит к 
формированию клинических проявлений СПКЯ 
и нарушению овуляторной функции [4, 8].

Таким образом, СПКЯ обусловлен сложным 
взаимодействием эндокринной, иммунной и 
метаболической систем. В этой связи актуально 
исследование взаимосвязей между иммунными 
и гормональными показателями у женщин с раз-
ными клиническими формами СПКЯ для выяв-
ления новых прогностических маркеров наруше-
ния овариальной функции.

Целью настоящего исследования явилось опре-
деление особенностей концентраций антимюл-
лерова гормона, провоспалительных цитокинов, 
гонадотропинов и показателей углеводного об-
мена у женщин с СПКЯ в зависимости от типа 
МЦ.

Материалы и методы
Проведено проспективное клинико-лабора-

торное исследование, включившее 86 женщин 
репродуктивного возраста (18-35 лет) с различны-
ми формами СПКЯ. Основную группу составили 
пациентки, соответствующие критериям Роттер-
дамского консенсуса (наличие ≥ 2 из 3 признаков: 
ановуляция, гиперандрогения, поликистозные 
яичники). Участницы были распределены на три 
подгруппы: с регулярным циклом (n = 22), оли-
гоменореей (n = 18) и аменореей (n = 21). Кон-
трольную группу составили 25 здоровых женщин.

Критерии исключения: возраст < 18 и > 35 лет, 
гиперпролактинемия, врожденная гиперплазия 
коры надпочечников, синдром Иценко–Кушин-
га, острые воспалительные или аутоиммунные 
заболевания, прием гормональных препаратов за 
3 месяца до исследования.

Обследование включало сбор анамнеза, оцен-
ку ИМТ, гирсутизма (по шкале Ферримана–
Голлвея) и УЗИ органов малого таза. В сыворотке 
крови определяли уровни АМГ, ФСГ, ЛГ, глюко-
зы, инсулина с расчетом HOMA-IR (глюкоза × 
инсулин  /  22,5) с применением радиоиммунного 

и ИФА-методов. Иммунологическое исследова-
ние (IL-6, TNFα, IL-17A) выполнялось методом 
ИФА с использованием тест-систем АО «Вектор-
Бест» (Россия). Забор крови осуществлялся нато-
щак в раннюю фолликулярную фазу.

Статистическая обработка данных выполнена 
в BioStat LE 7.6.5. Результаты представлены как 
M±m. Для межгрупповых сравнений применен 
t-критерий Стьюдента. Статистическая значи-
мость установлена при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
С целью оценки клинико-лабораторных и им-

мунологических особенностей при различных 
формах СПКЯ проведено сравнительное иссле-
дование функционального состояния гормо-
нальной и иммунной систем. Ниже в таблице  1 
приведены данные по ключевым маркерам в кон-
трольной и исследуемых группах в зависимости 
от типа менструального цикла.

Анализ полученных данных показал наличие 
достоверных различий по ряду параметров между 
группами.

Антимюллеров гормон  – гликопротеин, 
синтезируемый гранулезными клетками ма-
лых фолликулов, регулирующий ранние эта-
пы фолликулогенеза за счет подавления их ре-
крутирования и снижения чувствительности к 
ФСГ  [3, 10]. Согласно результатам анализа уро-
вень АМГ в контрольной группе в среднем со-
ставил 4,29±0,25  нг/ мл. У пациенток с СПКЯ 
наблюдалось значительное повышение АМГ 
по мере нарастания выраженности наруше-
ний менструального цикла: при регулярном 
менструальном цикле  – 18,39±1,04  нг/ мл, при 
олигоменорее  – 29,61±1,02 нг/мл, и при аме-
норее  – 42,52±1,74  нг/ мл. Полученные данные 
подтверждают гиперпродукцию АМГ у женщин 
с СПКЯ и ее прогрессирующее нарастание при 
выраженных формах дисфункции овариального 
цикла.

ФСГ и ЛГ  – основные гонадотропины, ре-
гулирующие овариальную функцию: ФСГ сти-
мулирует рост фолликулов и синтез эстрогенов, 
ЛГ – овуляцию и продукцию андрогенов [5]. Так, 
уровень ФСГ у пациенток с СПКЯ был статисти-
чески значимо снижен по сравнению с контро-
лем: при регулярном цикле – 5,21±0,20 мМЕ/ мл, 
при олигоменорее  – 4,10±0,29 мМЕ/мл, при 
аменорее  – 3,60±0,27 мМЕ/мл. В то же вре-
мя уровень ЛГ прогрессивно увеличивался: от 
7,10±0,30  мМЕ/мл в контрольной группе до 
10,20±0,29; 12,51±0,48 и 13,93±0,56 мМЕ/мл 
соответственно. Повышенное соотношение 
ЛГ/ ФСГ является типичным маркером СПКЯ и 
отражает нарушение гипоталамо-гипофизарной 
регуляции.
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ТАБЛИЦА 1. ГОРМОНАЛЬНЫЙ СТАТУС ОБСЛЕДОВАННЫХ ЖЕНЩИН, M±m

TABLE 1. HORMONAL STATUS OF THE EXAMINED WOMEN, M±m

Показатель
 Indicator

Контрольная 
группа

Control group
n = 25

СПКЯ
PCOS

Регулярный МЦ
Regular MC

n = 22

Oлигоменорея
Oligomenorrhea

n = 18

Аменорея
Amenorrhea

n = 21
АМГ (нг/мл)
AMH (ng/mL) 4,29±0,25 18,39±1,04* 29,61±1,02* 42,52±1,74*

ФСГ (мМЕ/мл)
FSH (mIU/mL) 6,49±0,32 5,21±0,20* 4,10±0,29* 3,60±0,27*

ЛГ (мМЕ/мл)
LH (mIU/mL) 7,10±0,30 10,20±0,29* 12,51±0,48* 13,93±0,56*

Глюкоза (ммоль)
Glucose (mmol/L) 4,80±0,24 5,09±0,30^ 5,41±0,25^ 5,70±0,31*

Инсулин (мМЕ/мл) 
Insulin (µIU/mL) 6,02±0,18 12,10±0,49* 14,52±0,89* 16,21±0,86*

HOMA-IR 1,80±0,13 3,51±0,21* 4,20±0,31* 5,11±0,23*

Примечание. * – достоверно по сравнению с данными контрольной группы (p < 0,05 – p < 0,001). ^ – недостоверно 
по сравнению с данными контрольной группы.

Note. *, statistically significant compared to the control group (p < 0.05 – p < 0.001); ^ – not statistically significant compared  
to the control group. 

ТАБЛИЦА 2. ЦИТОКИНОВЫЙ СТАТУС ОБСЛЕДОВАННЫХ ЖЕНЩИН, M±m

TABLE 2. CYTOKINE STATUS OF THE EXAMINED WOMEN, M±m

Показатель, пг/мл
Indicator, pg/mL

Конрольная группа
Control group

n = 25

СПКЯ
PCOS

Регулярный МЦ
Regular MC

n = 22

Oлигоменорея
Oligomenorrhea

n = 18

Аменорея
Amenorrhea

n = 21

IL-6 5,90±0,26 35,91±2,29* 41,74±2,15* 50,93±1,99*

TNFαα 17,94±0,63 45,97±1,65* 55,50±2,86* 60,61±2,44*

IL-17A 12,55±0,58 44,49±1,45* 48,93±2,63* 51,20±1,98*

Примечание. * – достоверно по сравнению с данными контрольной группы (p < 0,05 – p < 0,001).

Note. *, statistically significant compared to the control group (p < 0.05 – p < 0.001).

Глюкоза – основной энергетический субстрат 
организма, уровень которого в крови регулирует-
ся инсулином  [8]. У женщин с СПКЯ отмечено 
умеренное повышение глюкозы натощак, стати-
стически значимое лишь при аменорее; в осталь-
ных группах различия были недостоверны.

Инсулин  – гормон поджелудочной железы, 
регулирующий уровень глюкозы и участвую-
щий в обмене жиров [8]. Согласно анализу дан-
ных, инсулин натощак у женщин с СПКЯ был 
значительно выше, чем в контрольной груп-
пе: 12,10±0,49  мкЕд/мл при регулярном МЦ, 

14,52±0,89  – при олигоменорее и 16,21±0,86  – 
при аменорее.

Индекс HOMA-IR, отражающий степень ин-
сулинорезистентности, рассчитывается по уров-
ням глюкозы и инсулина и служит интеграль-
ным маркером метаболического дисбаланса при 
СПКЯ  [8]. Так, в настоящем исследовании ин-
декс HOMA-IR у обследованных женщин после-
довательно возрастал от 1,80±0,13 в контроле до 
3,51±0,21, 4,20±0,31 и 5,11±0,23 в исследуемых 
группах СПКЯ соответственно, что свидетель-
ствует о выраженной инсулинорезистентности, 
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ассоциированной с прогрессированием патоло-
гии.

В таблице 2 представлены значения провос-
палительных цитокинов в сыворотке крови жен-
щин контрольной группы и пациенток с СПКЯ, 
стратифицированных по характеру МЦ.

Интерлейкин-6 (IL-6)  – провоспалительный 
цитокин, участвующий в воспалении, инсулино-
резистентности и нарушении овариальной функ-
ции, влияет на синтез белков острой фазы и се-
крецию гонадотропинов [9].

Согласно анализу цитокинового статуса, у жен-
щин с СПКЯ наблюдалось значительное повыше-
ние уровня IL-6 по сравнению с контрольной груп-
пой. Так, при регулярном менструальном цикле 
концентрация IL-6 составила 35,91±2,29   пг/ мл, 
при олигоменорее – 41,74±2,15   пг/мл, а при аме-
норее  – 50,93±1,99  пг/ мл. Во всех случаях эти 
значения были статистически достоверно выше, 
чем в группе контроля, что свидетельствует о вы-
раженном субклиническом воспалении у паци-
енток с СПКЯ и его нарастании по мере ухудше-
ния менструального ритма.

Фактор некроза опухоли альфа (TNFα)  – 
ключевой медиатор воспаления, снижает чув-
ствительность к инсулину и подавляет стерои-
догенез в яичниках  [9]. Так, в группе женщин 
с СПКЯ содержание TNFα было значительно 
выше, чем в контрольной группе: при регу-
лярном МЦ  – 45,97±1,65 пг/мл, при олигоме-
норее  – 55,50±2,86  пг/мл, и при аменорее  – 
60,61±2,44  пг/мл. Повышенный уровень TNFα, 
вероятно, способствует формированию инсули-
норезистентности и нарушению овариальной 
стероидной функции.

Интерлейкин-17A представляет собой про-
воспалительный цитокин, синтезируемый преи-
мущественно Th17-лимфоцитами. Он усиливает 
экспрессию провоспалительных медиаторов, 
хемокинов и молекул адгезии, вовлеченных в 
развитие хронического воспаления  [7]. Анализ 
полученных результатов выявил, что уровень 
IL-17A у пациенток с СПКЯ также был значи-
тельно повышен по сравнению с контролем: при 
регулярном МЦ – 44,49±1,45 пг/мл, при олиго-
менорее  – 48,93±2,63 пг/мл, и при аменорее  – 
51,20±1,98  пг/мл. Полученные данные, вероят-
но, свидетельствуют об активации Th17-звена 
иммунного ответа и его вовлеченности в поддер-
жание хронического воспаления и метаболиче-
ских нарушений при СПКЯ.

Таким образом, результаты настоящего иссле-
дования подтверждают важность комплексной 
оценки иммунного, метаболического и гормо-
нального профиля у женщин с СПКЯ. 

Выводы
1.	Уровни АМГ, IL-6, TNFα, IL-17A, инсули-

на и HOMA-IR значимо повышаются у женщин 
с СПКЯ по мере нарастания выраженности нару-
шений менструального цикла.

2.	Провоспалительные цитокины IL-6, TNFα 
и IL-17A могут рассматриваться и использоваться 
как потенциальные биомаркеры тяжести СПКЯ.

3.	Комплексная оценка иммунного и метабо-
лического статуса имеет диагностическую и про-
гностическую значимость в персонализирован-
ном подходе к СПКЯ.
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ОСОБЕННОСТИ ХЕМОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ  
У ЖЕНЩИН С АДЕНОМИОЗОМ
Мусаходжаева Д.А.1, Рустамова Н.Б.1, Азизова З.Ш.1,  
Маннопжонов П.Б.1, Исмаилова Д.У.2
1 Институт иммунологии и геномики человека Академии наук Республики Узбекистан, г. Ташкент, 
Республика Узбекистан  
2 Ургенчский филиал Ташкентской медицинской академии, г. Ургенч, Республика Узбекистан

Резюме. Аденомиоз  – это хроническое воспалительное заболевание, которое характеризуется 
проникновением эндометриоидной ткани в миометрий и активацией иммунно-воспалительных ре-
акций как на местном, так и на системном уровне. Важным аспектом патогенеза заболевания яв-
ляются изменения в регуляции баланса цитокинов и хемокинов, нарушения ангиогенеза и процес-
сы ремоделирования стенки матки. Все эти факторы приводят к прогрессированию заболевания и 
ухудшению состояния пациенток. Современные исследования все чаще акцентируют внимание на 
роли иммунной системы, в частности хемокинов, в развитии аденомиоза, а также на возможностях 
использования иммунологических маркеров для диагностики и мониторинга прогрессирования па-
тологии. Цель проведенного исследования заключалась в анализе хемокинового профиля у женщин с 
аденомиозом степени I-II. Были изучены концентрации следующих хемокинов в плазме крови: IL-8, 
MCP-1, IP-10, MIP-1β. В исследовании приняла участие 81 женщина репродуктивного возраста, про-
живающие в городе Ургенч Хорезмской области, из которых 56 пациенток имели диагностированный 
аденомиоз разной степени (степень I и II), а 25 здоровых женщин составили контрольную группу. 
Методом определения концентрации хемокинов был выбран иммуноферментный анализ (ИФА), а 
для обработки статистических данных использовался t-критерий Стьюдента. Результаты исследова-
ния показали значительные изменения хемокинового профиля у пациенток с аденомиозом. Уровни 
IL-8, MCP-1 и MIP-1β значительно повышены у пациенток (в 3,7, 1,9 и 1,6 раза соответственно), что 
свидетельствует о развитии воспалительного процесса и активизации различных компонентов им-
мунного ответа. Повышение уровня IL-8 связано с ангиогенезом и нейтрофильной инфильтрацией 
тканей, MCP-1 – с привлечением моноцитов и макрофагов в очаг воспаления, а MIP-1β – с актива-
цией врожденного иммунитета. При этом уровень IP-10 продемонстрировал тенденцию к снижению 
(~12%), что может указывать на снижение антиангиогенной активности и нарушение Th1-ответа. 
Таким образом, результаты исследования подтвердили наличие выраженного дисбаланса хемокинов 
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при аденомиозе и обозначили перспективные направления в диагностике и мониторинге данного за-
болевания. Изучение иммунных механизмов может быть полезным для разработки новых подходов к 
терапии, основанной на коррекции выявленных нарушений.

Ключевые слова: аденомиоз, женщины, хемокины, интерлейкин, сыворотка, иммунитет

CHARACTERISTICS OF THE CHEMOKINE PROFILE IN WOMEN 
WITH ADENOMYOSIS
Musakhodzhayeva D.A.a, Rustamova N.B.a, Azizova Z.Sh.a, 
Mannopzhonov P.B.a, Ismailova D.U.b
a Institute of Immunology and Human Genomics, Academy of Sciences of the Republic of Uzbekistan, Tashkent, 
Republic of Uzbekistan  
b Urgench branch of Tashkent Medical Academy, Urgench, Republic of Uzbekistan

Abstract. Adenomyosis is a chronic inflammatory disease characterized by the infiltration of endometrial 
tissue into the myometrium and the activation of immune-inflammatory responses at both local and systemic 
levels. A key aspect of the disease’s pathogenesis involves alterations in the regulation of cytokine and chemokine 
balance, disturbances in angiogenesis, and processes of uterine wall remodeling. All these factors contribute to 
disease progression and worsening of patients’ conditions. Recent studies increasingly emphasize the role of 
the immune system, particularly chemokines, in the development of adenomyosis, as well as the potential 
use of immunological markers for diagnosis and monitoring of disease progression. The aim of the present 
study was to analyze the chemokine profile in women with stage I-II adenomyosis. Concentrations of the 
following chemokines in blood plasma were studied: IL-8, MCP-1, IP-10, and MIP-1β. The study included 
81 women of reproductive age residing in the city of Urgench, Khorezm region, of whom 56 patients were 
diagnosed with adenomyosis (stage I or II), and 25 healthy women served as the control group. Enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) was used to determine chemokine concentrations, and Student’s t-test was 
employed for statistical analysis. The results revealed significant changes in the chemokine profile in patients 
with adenomyosis. Levels of IL-8, MCP-1, and MIP-1β were significantly elevated (by 3.7-, 1.9-, and 1.6-fold, 
respectively), indicating the development of an inflammatory process and activation of various components 
of the immune response. Elevated IL-8 levels were associated with angiogenesis and neutrophil infiltration of 
tissues, MCP-1 with the recruitment of monocytes and macrophages to the inflammatory site, and MIP-1β 
with activation of innate immunity. Meanwhile, IP-10 levels showed a tendency to decrease (~12%), which 
may indicate a reduction in anti-angiogenic activity and disruption of the Th1 response. Thus, the study 
confirmed a pronounced imbalance of chemokines in adenomyosis and highlighted promising directions for 
the diagnosis and monitoring of this disease. Investigating immune mechanisms may be valuable for developing 
new therapeutic approaches based on correcting the identified abnormalities.

Keywords: adenomyosis, women, chemokines, interleukin, serum, immunity

Введение
Аденомиоз, или внутренняя форма гениталь-

ного эндометриоза, является распространенным 
гинекологическим заболеванием, при котором 
элементы эндометрия проникают в толщу мио-
метрия, вызывая воспалительные и пролифера-
тивные изменения [2, 3]. Заболевание чаще все-
го диагностируется у женщин репродуктивного 
возраста, преимущественно в возрасте 25-35 лет. 

Наиболее часто встречаются начальные и уме-
ренные формы аденомиоза (степень I-II), со-
провождающиеся меноррагиями, дисменореей, 
хронической тазовой болью и снижением фер-
тильности [8].

Иммуновоспалительные механизмы игра-
ют ключевую роль в патогенезе аденомиоза  [7]. 
В  условиях нарушенного локального иммунно-
го ответа активируются сигнальные молекулы, 
включая хемокины  – низкомолекулярные ци-
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токины, регулирующие миграцию и активацию 
иммунных клеток. Хемокины также участвуют в 
ремоделировании тканей и ангиогенезе, что спо-
собствует прогрессированию заболевания [3, 9].

К числу наиболее изученных хемокинов при 
гинекологической патологии относятся IL-8  – 
активатор нейтрофилов и ангиогенеза, MCP- 1 – 
хемоаттрактант моноцитов, IP-10  – медиатор 
Th1-ответа с антиангиогенными свойствами и 
MIP-1β  – регулятор активности макрофагов и 
NK-клеток [4, 7].

Несмотря на наличие отдельных публикаций, 
роль хемокинов в патогенезе аденомиоза остает-
ся недостаточно изученной, особенно на ранних 
стадиях заболевания.

Целью настоящего исследования являлось 
определение уровней IL-8, MCP-1, IP-10 и 
MIP- 1β в плазме крови у женщин с аденомиозом 
степени I-II и их сравнительный анализ с кон-
трольной группой.

Материалы и методы
Исследование включало 81 женщину репро-

дуктивного возраста, проживающих в г. Ургенч 
Хорезмской области и обратившихся в гинеко-
логическое отделение кафедры акушерства и ги-
некологии Ургенчского филиала Ташкентской 
медицинской академии. Основную группу соста-
вили 56 пациенток с установленным диагнозом 
«аденомиоз степени I-II». Диагноз подтверждал-
ся клинико-инструментально (трансвагинальное 
УЗИ, при необходимости – МРТ). Из исследова-
ния были исключены пациентки с другими фор-
мами эндометриоза, тяжелыми соматическими 
патологиями, а также с недавним приемом им-
муномодулирующих препаратов. Контрольную 
группу составили 25 практически здоровых жен-
щин без признаков воспалительных, гинеколо-
гических и аутоиммунных заболеваний. Средний 
возраст обследованных пациенток с аденомио-
зом составил 31,2±4,6 года. 

Уровни химокинов (IL-8, MCP-1, IP-10, MIP-1β) 
изучали в сыворотке крови методом ИФА с ис-
пользованием тест-систем АО «Вектор-Бест» 
(г. Новосибирск, Россия) в соответствии с реко-
мендациями производителя. Исследования по 
изучению уровня хемокинов выполнены на базе 
лаборатории Иммунологии репродукции Инсти-
тута иммунологии и геномики человека Академии 
наук Республики Узбекистан. Статистическая об-
работка результатов исследований проводилась 
методами вариационной статистики. Результа-
ты представлены как выборочное среднее (M) и 
стандартная ошибка (m). Достоверность разли-
чий средних величин (p) сравниваемых показате-
лей оценивали по критерию Стьюдента (t).

Результаты и обсуждение
Результаты наших исследований показали, 

что у женщин с аденомиозом наблюдается выра-
женное изменение хемокинового профиля (IL- 8, 
MCP-1, IP-10, MIP-1β) по сравнению с кон-
трольной группой. 

Одним из основных хемокинов IL-8 (CXCL8) –  
это из подсемейства CXC, продуцируемый пре-
имущественно мононуклеарными фагоцитами, 
эндотелиальными клетками и фибробластами 
в ответ на провоспалительные стимулы. Одной 
из основных функций IL-8 является хемотак-
сис и активация нейтрофилов, а также участие 
в неоангиогенезе и ремоделировании тканей [7]. 
Согласно результатам, приведенным в табли-
це 1, уровень IL-8 (CXCL8) у пациенток с аде-
номиозом составил 53,83±2,45 пг/мл, что в 3,7 
раза превышает показатель контрольной группы 
(14,42±1,71 пг/мл, p < 0,001). Этот хемокин, как 
известно, является активатором нейтрофильной 
инфильтрации и ангиогенеза, и его повышение 
свидетельствует о наличии выраженного воспа-
лительного и сосудистого компонента в патоге-
незе заболевания.

Анализ полученных результатов содержания 
IL-8 у обследованных женщин показал, что его 
повышенная экспрессия может быть ассоции-
рована с активацией воспалительных каскадов и 
индукцией ангиогенеза, что типично для хрони-
ческого воспалительного процесса в миометрии. 
Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что IL-8 может играть ключевую роль в форми-
ровании патологической микросреды при адено-
миозе.

Как известно, одним из основных биологи-
ческих эффектов хемокина MCP-1 (CCL2), от-
носящегося к семейству CC-хемокинов, являет-
ся направленная миграция моноцитов, а также 
активация макрофагов в зоне воспаления  [1]. 
Кроме того, он вовлечен в регуляцию экспрессии 
адгезионных молекул и продукции провоспали-
тельных цитокинов  [4]. В нашем исследовании 
наблюдалось достоверное повышение уровня 
MCP-1 в основной группе (327,81±10,23 пг/мл) 
по сравнению с данными контрольной группы 
(171,14±7,02 пг/мл, p <  0,001). Анализ получен-
ных результатов содержания MCP-1 показал его 
увеличение почти в 1,9 раза (табл.  1). Получен-
ные нами данные свидетельствуют об активации 
моноцитарно-макрофагального звена врожден-
ного иммунитета, которая играет значительную 
роль в патогенезе аденомиоза, поддерживая хро-
ническое воспаление и клеточную инфильтра-
цию в миометрии [8, 10].

IP-10 (CXCL10)  – это интерферон-индуци-
руемый хемокин, принадлежащий к семейству 
CXC, играющий ключевую роль в реализации 
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Th1-опосредованного иммунного ответа и об-
ладающий выраженным антиангиогенным дей-
ствием. Он синтезируется различными клетками, 
включая эпителиоциты, фибробласты, макро-
фаги и эндотелиальные клетки, в ответ на вос-
палительные стимулы [5]. Функцией IP-10 явля-
ется хемотаксис Th1-лимфоцитов, NK-клеток и 
дендритных клеток в очаг воспаления. Помимо 
хемотаксических свойств, CXCL10 также обла-
дает выраженной антиангиогенной активностью, 
ингибируя пролиферацию и миграцию эндоте-
лиальных клеток  [7]. В наших исследованиях 
наблюдалась тенденция к снижению сывороточ-
ного уровня IP-10 (CXCL10) у женщин основной 
группы (97,42±5,95 пг/мл) по сравнению с дан-
ными контрольной группы (110,61±4,18 пг/мл), 
(p  >  0,05). Поскольку данный хемокин облада-
ет антиангиогенными свойствами и регулирует 
Th1-ответ, его возможное снижение может иметь 
значение в патогенезе, несмотря на отсутствие 
статистической значимости (табл.  1). Снижение 
уровня IP-10 может быть связано с ослаблени-
ем антиангиогенного контроля и дисбалансом 
Th1/ Th2-иммунного ответа, что, в свою очередь, 
может способствовать прогрессированию пато-
логических процессов в миометрии при адено-
миозе [3]. 

MIP-1β (CCL4)  – макрофагальный воспали-
тельный протеин-1β, продуцируемый преимуще-
ственно макрофагами и Т-клетками, является хе-
моаттрактантом клеток врожденного (моноциты, 
дендритные клетки, NK-клетки) и адаптивного 
(активированные Т-клетки) иммунитета, экс-
прессирующих рецептор CCR5, которые рецир-
кулируют в пораженной ткани при различных 
заболеваниях  [6]. Одной из основных функций 
хемокина MIP-1β (CCL4) является активация 
макрофагов и NK-клеток, а также стимуляция 

синтеза провоспалительных цитокинов, что мо-
жет способствовать хронизации воспалительного 
процесса в миометрии. Эти данные указывают 
на вовлеченность MIP-1β в иммунопатогенез 
аденомиоза  [10]. Было установлено, что в сыво-
ротке крови пациенток с аденомиозом уровень 
хемокина MIP-1β (CCL4) был в 1,64 раза выше 
значений контрольной группы и составил в сред-
нем 147,71±6,57 пг/мл, против 90,25±4,51 пг/мл 
в контроле (p  <  0,001). Полученные результаты 
свидетельствуют о значительном усилении вос-
палительного компонента и вовлечения эффек-
торных клеток врожденного иммунитета в воспа-
лительный процесс (табл. 1).

Таким образом, при аденомиозе формирует-
ся характерный хемокиновый профиль с пре-
обладанием провоспалительных и ангиогенных 
компонентов и снижением антиангиогенного 
контроля, что отражает хронизацию воспаления 
и участие иммунной системы в патогенезе такого 
заболевания, как аденомиоз.

Выводы
1.	 В плазме крови женщин с аденомиозом 

выявлено значительное повышение уровня IL- 8, 
что указывает на активацию нейтрофильного 
звена воспалительного ответа и процесса ангио-
генеза.

2.	 Уровень MCP-1 у женщин с аденомио-
зом выше в 1,9 раза значений контрольной груп-
пы (p  <  0,001), что подтверждает вовлеченность 
моноцитарно-макрофагального звена иммунной 
системы в патогенез аденомиоза.

3.	 Наблюдалась тенденция к повыше-
нию уровеня IP-10 у пациенток с аденомиозом, 
(p > 0,05), что свидетельствует о вариабельности 
регуляции этого хемокина и возможной фазоза-
висимости воспаления.

ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ ХЕМОКИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ У ОБСЛЕДОВАННЫХ ЖЕНЩИН, M±m 

TABLE 1. LEVELS OF CHEMOKINES IN THE BLOOD PLASMA OF THE EXAMINED WOMEN, M±m

Показатель, пг/мл
Indicator, pg/mL

Основная группа
Main group 

(n = 56)

Контрольная группа 
Control group 

(n = 25)
p

IL-8 53,83±2,45*** 14,42±1,71 < 0,001

MCP-1 327,81±10,23*** 171,14±7,02 < 0,001

IP-10 97,42±5,95* 110,61±4,18 ˃ 0,05

MIP-1ββ 147,71±6,57*** 90,25±4,51 < 0,001

Примечание. * – достоверно по сравнению с данными контрольной группы (* – p < 0,05, ** – p < 0,01,*** – p < 0,001).

Note. *, significant compared to the control group (*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001).
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4.	 Уровень MIP-1β в основной группе до-
стоверно выше значений контрольной группы, 
что указывает на активацию воспалительных 
процессов с участием макрофагов и NK-клеток.

5.	 В совокупности полученные результаты 
демонстрируют дисбаланс хемокинового профи-

ля при аденомиозе с преобладанием провоспа-
лительных компонентов, что подчеркивает роль 
врожденного иммунитета в патогенезе заболева-
ния и может служить основой для дальнейших 
поисков биомаркеров и терапевтических мише-
ней.
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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ГЕННО-ИНЖЕНЕРНОЙ 
БИОЛОГИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ НА ЭКСПРЕССИЮ  
HLA-E ПРИ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЕ  
И АТОПИЧЕСКОМ ДЕРМАТИТЕ
Борисевич В.И.1, Боева О.С.2, Аббассова В.С.1, Демина Д.В.2, Козлов В.А.2
1 ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Новосибирск, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. В мировой популяции распространенность только бронхиальной астмы (БА) достигает 
19%, а число больных имеет тенденцию к росту. Распространенность же атопического дерматита до-
стигает 25-30% среди детей и до 7-10% среди взрослого населения. Ремиссии у больных не удается до-
стичь даже при применении современной генно-инженерной биологической терапии (ГИБТ). В свя-
зи с этим актуальным остается поиск и изучение звеньев иммунопатогенеза, а также разработка новых 
терапевтических стратегий. Типичный представитель «неклассических» HLA, молекула HLA-E, яв-
ляется перспективной для изучения. Такие молекулы экспрессируются на клетках многих тканей, в 
том числе на клетках дыхательной системы (бронхиальный эпителий) и кератиноцитах кожи. Так на-
зываемые пептиды VL9 стабилизируют экспрессию HLA-E, которая представляет их своей основной 
группе рецепторов – NKG2 на NK-клетках. В адаптивном иммунитете также отмечается значимая 
роль HLA-E в качестве лиганда для TCR CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитаов. Целью данной ра-
боты было оценить уровень клеток, несущих молекулу HLA-E на CD4+, СD8+, CD14+ клетках у паци-
ентов с БА и атопическим дерматитом (АД) как до инициации терапии генно-инженерными биологи-
ческими препаратами, так и на фоне лечения после инициациии генно-инженерной биологической 
терапии через 12 месяцев. Материалом для исследования были МНК ПК доноров (n = 16), пациентов 
с БА (n = 4) и АД (n = 5). В качестве таргетной терапии для пациентов с АД был назначен дупилумаб в 
инициирующей дозировке 300 мг, для пациентов с БА – бенрализумаб в дозировке 30 мг. Для пациен-
тов с АД и БА в предшествующий терапии период отмечалась более низкая доля как CD4+Т-клеток, 
так и CD8+Т-клеток, экспрессирующих HLA-E. При оценке CD14+ (моноцитов), экспрессирующих 
молекулы HLA-E, достоверных различий выявлено не было. На фоне лечения наблюдался сопоста-
вимый уровень экспрессии HLA-E на всех типах клеток в группе пациентов в сравнении с условно 
здоровыми донорами. Такие результаты могут свидетельствовать как об участии данной молекулы в 
патогенезе указанных заболеваний, так и о влиянии ГИБТ на уровень HLA-E-позитивных клеток.

Ключевые слова: HLA-E, аллергические заболевания, генно-инженерная биологическая терапия, бронхиальная астма, 
атопический дерматит, бенрализумаб, дупилумаб
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BRONCHIAL ASTHMA AND ATOPIC DERMATITIS
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Kozlov V.A.b
a Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russian Federation  
b Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation 

Abstract. Globally, the prevalence of bronchial asthma (BA) alone reaches 19%, with the number of 
affected individuals showing an upward trend. Atopic dermatitis (AD) affects 25-30% of children and 
7-10% of adults. Remission remains elusive even with advanced genetically engineered biological therapies. 
Consequently, research into immunopathogenic pathways and the development of novel therapeutic strategies 
remain critical. A typical representative of “non-classical” HLAs, the HLA-E molecule, is a perspective for 
study. These molecules are also expressed across various tissues, notably in the respiratory system (bronchial 
epithelium) and skin keratinocytes. As a cell surface protein, HLA-E participates in diverse immune response 
pathways. VL9 peptides stabilize HLA-E expression, enabling presentation to its primary receptors, NKG2, on 
natural killer (NK) cells. In adaptive immunity, HLA-E serves as a ligand for CD8+ cytotoxic T cell receptors 
(TCRs). This study aimed to evaluate HLA-E-bearing cells (CD4+, CD8+, CD14+) in patients with BA and 
AD, both before and 12 months after initiating genetically engineered biological therapy (GEBT). Peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) were analyzed from healthy donors (n = 16), BA patients (n = 4), and 
AD patients (n = 5). AD patients received dupilumab (300 mg loading dose), while BA patients were treated 
with benralizumab (30 mg). Prior to therapy, both AD and BA patients exhibited lower proportions of  
HLA-E-positive CD4+ and CD8+T cells compared to healthy donors. No significant differences were observed 
in HLA-E expression on CD14+ monocytes. During treatment, HLA-E levels across all cell types in patients 
reached levels comparable to those in healthy donors. These findings suggest HLA-E’s involvement in disease 
pathogenesis and the modulating effects of GEBT on HLA-E-positive cell populations.

Keywords: HLA-E, allergic diseases, genetically engineered biological therapy, bronchial asthma, atopic dermatitis, benralizumab, 
dupilumab

Исследование выполнено за счет средств фе-
дерального бюджета для выполнения государ-
ственного задания на научно-исследовательскую 
работу «Разработка новых критериев эффектив-
ности таргетной иммунотерапии тяжелых форм 
аллергических заболеваний на основе оценки 
биомаркеров клеток, участвующих в иммунном 
ответе на аллерген» (код тематики 0415-2023-
0005).

Введение
Эпидемиологические данные указывают на 

высокую значимость заболеваний аллергической 
природы на современном этапе медицинской 
помощи. В мировой популяции распространен-
ность только бронхиальной астмы (БА) дости-
гает 19%, а число больных имеет тенденцию к 
росту  [1]. Распространенность же атопического 
дерматита (АД) достигает 25-30% среди детей и 
до 7-10% среди взрослого населения [2], что об-
уславливает повышенный интерес к данной па-
тологии. Развитие заболевания связано с риском 
прогрессирования атопии и поэтапной транс-
формации клинических проявлений: развитию 
аллергического риноконъюнктивита и БА  [13], 

что увеличивает процент инвалидизации в по-
пуляции. Кроме очевидного неблагоприятного 
влияния на качество жизни пациентов, такие за-
болевания связаны со значительными экономи-
ческими издержками и высокими требованиями 
к мерам социальной поддержки больных [1].

На сегодняшний день большинство специ-
ализированных клиник Российской Федерации 
обладает широким арсеналом доступных препа-
ратов для применения в качестве как базисной, 
так и таргетной терапии нозологий аллергологи-
ческого профиля. Конечно, наиболее уязвимой 
и трудной в лечении является группа пациентов 
с тяжелыми иммунологическими нарушениями 
и неконтролируемым течением указанных за-
болеваний. Именно поэтому зачастую требуется 
инициация генно-инженерной биологической 
терапии (ГИБТ). Однако, несмотря на прямое 
ингибирование таких значимых мишеней, как 
IgE, IL-4, IL-5, IL-13, добиться клинической ре-
миссии удается не всегда. Безусловно, ни один 
из известных механизмов патогенеза и потен-
циальное влияние на него не могут быть исчер-
пывающими. Ведь, прежде всего, аллергические 
заболевания представляют собой группу мульти-
факториальных заболеваний. В связи с этим до 
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сих пор актуальным остается поиск и изучение 
звеньев иммунопатогенеза, а также разработка 
новых терапевтических стратегий.

В качестве одной из перспективных групп 
молекул сегодня рассматриваются «неклассиче-
ские» молекулы главного комплекса гистосовме-
стимости. Это семейство, несмотря на структур-
ную гомологию с «классическими» MHC, имеют 
более неоднозначную роль в иммунной системе. 
Гены HLA Ib расположены в главном комплексе 
гистосовместимости коротком плече 6-й хромо-
сомы  [7]. Характерным для данного семейства 
является ограниченный полиморфизм и низкая 
конститутивная экспрессия на поверхности кле-
ток. Типичный представитель группы ген и мо-
лекула HLA-E. Так, для HLA-E известно 2 пре-
обладающих в популяции аллели HLA-E 01:01 и 
HLA-E 01:03. Различия между ними обусловлены 
одной из аминокислот в последовательности (ар-
гинин – глицин). Их распространенность дости-
гает 99% [7, 12]. Остальные варианты генов на се-
годняшний день не рассматриваются в научных 
исследованиях ввиду их ограниченной представ-
ленности среди населения.

Физиологическая экспрессия, как было ска-
зано выше, достаточно низкая. В подавляющем 
большинстве случаев HLA-E-ограниченными 
клетками являются иммунокомпетентные клет-
ки (B-, T-лимфоциты, макрофаги, дендритные 
клетки), а также эндотелиальные клетки. Одна-
ко такие молекулы экспрессируются на клетках 
многих тканей, в том числе с преобладанием на 
клетках дыхательной системы (бронхиальный 
эпителий) и кератиноцитах кожи [7].

Экспрессия молекул HLA-E не является ста-
тичной. Индукцию к трансляции соответству-
ющего белка увеличивают факторы провоспа-
лительного окружения. При воздействии таких 
цитокинов, как TNF, IL-1β и IFNγ, эндотелиаль-
ные клетки экспрессируют на своей поверхности 
более высокий уровень HLA-E  [3]. Плотность 
экспрессии выше также на клетках, коэкспрес-
сирующих HLA-E и HLA-G. Полученные из 
HLA-G пептиды, более того, могут определять 
роль молекулы как лиганда [4, 9].

Собственно, как белок на поверхности клет-
ки, HLA-E может быть задействована в различ-
ных сценариях иммунного ответа. В условиях 
физиологической регуляции HLA-E представ-
ляют пептиды из лидерных последовательностей 
«классических молекул» MHC. Так называемые 
пептиды VL9 стабилизируют экспрессию HLA-E, 
которая представляет их своей основной груп-
пе рецепторов  – NKG2 на NK-клетках  [6, 7, 8]. 
Больший аффинитет молекула имеет к ингиби-
рующему NKG2A-рецептору, чем поддерживает-
ся толерантность к клеткам с нормальным уров-
нем HLA Ia. Интересно, что подобный механизм 
в первую очередь был показан на опухолевых 
клетках, которые в результате адаптации приоб-

рели способность избегать иммунологического 
NK-надзора. В другом случае, таким рецептором 
может стать активирующий NKG2C-рецептор. 
При раке шейки матки была установлена зако-
номерность, когда длительная сверхэкспрессия 
HLA-E опухолевыми клетками приводила к сме-
щению баланса в сторону активирующих влия-
ний (презентация пептидов NKG2C-рецептору) 
на NK-клетки  [6]. В дополнение к этому суще-
ствуют сведения, подтверждающие возможность 
связывания HLA-E пептидов теплового шока 
(Hsp60). Однако при этом снижается аффинность 
связывания с NKG2A, NK-клетки получают пре-
имущественно стимулирующие сигналы от таких 
рецепторов, как NKG2D, NKp46, NKp44 или 
NKp30  [10]. Активация через NKG2C-рецептор 
может быть также достигнута при презентации 
лидерных пептидов из HLA-G [4].

Ингибирующие NKG2A-рецепторы могут 
встречаться и на Т-клетках. В недавнем иссле-
довании, проведенном O. Fesneau и соавт., было 
показано, что стимулятором для экспрессии 
NKG2A на CD8+Т-лимфоцитах служит IL-12 и, в 
меньшей степени, TGF-β  [5]. В адаптивном им-
мунитете также отмечается значимая роль HLA-E 
в качестве лиганда для TCR CD8+ цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитах. Подобного рода взаимодей-
ствие осуществляется при презентации пептидов, 
полученных из белков патогенных микроорга-
низмов. Активирующие сигналы Т-лимфоциты 
получают от HLA-E, нагруженных пептидами 
бактерий (M. tuberculosis, Salmonella enterica), не-
которых вирусов (CMV, вирус гриппа, HCV). Ин-
терес представляет и тот факт, что такие CD8+Т-
лимфоциты способны изменять поляризацию к 
продукции Th2-специфичных цитокинов и акти-
вировать B-клеточное звено [8, 14].

Экспрессия «неклассических» молекул HLA 
при аллергических заболеваниях рассматри-
валась и в более ранних исследования, речь в 
которых касалась преимущественно молекул 
HLA-G  [11]. На данный момент анализ литера-
турных данных не позволяет прийти к однознач-
ному пониманию в вопросе влияния на модели-
рование свойств клеток-участников подобного 
ответа при БА и АД.

Целью данной работы было оценить уровень 
клеток, несущих молекулу HLA-E, на CD4+, 
СD8+, CD14+ клетках у пациентов с БА и АД как 
до инициации терапии генно-инженерными био-
логическими препаратами, так и на фоне лечения 
после инициациии генно-инженерной биологи-
ческой терапии через 12 месяцев.

Материалы и методы
В качестве материала для исследования ис-

пользовались мононуклеарные клетки перифе-
рической крови (МНК ПК) пациентов с аллер-
гическими заболеваниями, находившихся на 



1070

Borisevich V.I. et al.
Борисевич В.И. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

лечении в клинике иммунопатологии НИИФКИ, 
и соматически здоровых доноров, после подпи-
сания указанными лицами информированного 
согласия. 

МНК доноров (n = 16), пациентов с БА (n = 4) 
и АД (n  =  5) выделяли из периферической кро-
ви методом центрифугирования в градиенте 
плотности фиколл-урографина (1,077  г/мл). 
Затем клетки окрашивали моноклональными 
антителами, конъюгированными с флюорох-
ромами: анти-CD3-APC, анти-CD4-APC-Cy7, 
анти-CD8-PE-Cy7, анти-CD-14-FITC и анти-
HLA-E-PerCP/ Cy5. Фенотип клеток анализиро-
вался на проточном цитофлуориметре LongCyte 
(Challenbio, Китай). Анализ проводился с по-
мощью GraphPad Prism 9.3.1, с использованием 
критерия Манна–Уитни, значение p (< 0,05) счи-
талось минимальным критерием для статистиче-
ской значимости. 

Исследуемая группа составила 9 пациента с 
БА и АД, распределение по половому признаку 
было практически равным, с небольшим преоб-
ладанием лиц женского пола. Из них 4 пациентов 
с БА (средний возраст 46±4,55 года) и 5 пациен-
тов с АД (средний возраст 38±5,1 года). В каче-

Рисунок 1. Доля HLA-E-позитивных CD4+ и CD8+Т-клеток 
до инициации ГИБТ у условно здоровых доноров 
и пациентов с атопическим дерматитом и бронхиальной 
астмой 
Примечание. * – достоверные различия по сравнению 
с донорами.
Figure 1. Proportion of HLA-E-positive CD4+ and CD8+T cells in 
healthy donors and patients with atopic dermatitis and bronchial 
asthma before initiation of GEBT
Note. *, significant differences compared with donors.

стве группы сравнения были обследованы услов-
но здоровые доноры в количестве 16 человек в 
возрасте 33,56±3,11 года. 

Для пациентов в соответствии с тяжестью за-
болевания и рефракторностью к предыдущим 
ступеням лечения, была инициирована ГИБТ. В 
качестве таргетной терапии для пациентов с АД 
был назначен дупилумаб (моноклональные анти-
тела к IL-4Rα субъединице, блокирует передачу 
сигналов от IL-4 и IL-13) в инициирующей дози-
ровке 300 мг, для пациентов с БА – бенрализумаб 
(моноклональные антитела к IL-5Rα субъедини-
це, снижает эозинофильное воспаление) в дози-
ровке 30 мг.

Результаты и обсуждение
Для пациентов с АД в предшествующий те-

рапии период отмечалась более низкая доля как 
CD4+Т-клеток, так и CD8+Т-клеток, экспресси-
рующих HLA-E (рис. 1). Схожие результаты были 
получены и для пациентов с БА (рис. 1). Так, до 
инициации терапии также мы увидели уменьше-
ние экспрессии молекул HLA-E на клетках с фе-
нотипом CD4+ и CD8+. При оценке CD14+ (мо-
ноцитов), экспрессирующих молекулы HLA-E, 
достоверных различий выявлено не было (рис. 2).

Полученные результаты могут свидетельство-
вать о вовлеченности HLA-E в иммунопатогенез 
исследуемых заболеваний. Вероятно, более низ-
кая доля лимфоцитов, экспрессирующих HLA-E, 
может быть связана с недостаточным ингибирова-
нием скомпрометированного Т-клеточного звена, 
когда измененная поляризация Т-лимфоцитов в 
сторону Th2-ответа обуславливает основные кли-
нические проявления, такие как бронхоспазм, 
подслизистый отек и снижение мукоцилиарного 
клиренса, как в случае с БА [1, 15]. 

Подобная картина может быть закономерной 
и для пациентов с АД. Однако известно, что при 
тяжелом течении заболевания ответ поляризован 
преимущественно по Th1-типу [2]. 

Интересно, что такие результаты, однако, не 
соответствуют предшествующим данным, опу-
бликованными S.R. White и соавт. При аллер-
гическом фенотипе астмы более благоприятное 
течение заболевания коррелировало с высокой 
концентрацией sHLA-G  [15]. Ранее было по-
казано, что доступность для HLA-E пептидов 
из HLA-G повышает аффинность связывания с 
NKG2C. В результате клетки, экспрессирующие 
NKG2C, получают активирующие сигналы  [9]. 
При более низкой доступности таких пептидов 
в условиях тяжелого течения в таком случае, мы 
могли бы ожидать преимущественного взаимо-
действия с NKG2A, что приводило бы сниже-
нию воспалительного ответа, однако для данной 
группы пациентов такого не происходило. В по-
следующем дополнительная оценка репертуара 
рецепторов, в частности основных рецепторов 
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Рисунок 2. Доля HLA-E-позитивных CD14+ клеток до 
и после инициации ГИБТ у условно здоровых доноров, 
пациентов с атопическим дерматитом и бронхиальной 
астмой 
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Proportion of HLA-E-positive CD14+ cells in healthy 
donors and patients with atopic dermatitis and bronchial asthma 
before/after initiation of GEBT
Note. As for Figure 1.

Рисунок 3. Доля HLA-E-позитивных CD4+ и CD8+Т-клеток 
после инициации ГИБТ у условно здоровых доноров 
и пациентов с атопическим дерматитом и бронхиальной 
астмой 
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 3. Proportion of HLA-E-positive CD4+ and CD8+T cells in 
healthy donors and patients with atopic dermatitis and bronchial 
asthma after initiation of GEBT
Note. As for Figure 1.

для HLA-E из семейства NKG2 (NKG2A/C), экс-
прессирующийся на популяциях Т-лимфоцитов, 
может стать ключом к пониманию возможной 
роли данной молекулы в данном аспекте патоге-
неза.

Вторым этапом стало сравнение групп паци-
ентов с АД и БА через 12 месяцев после инициа-
ции ГИБТ и условно здоровых доноров. На фоне 
лечения наблюдался сопоставимый уровень экс-
прессии HLA-E на всех типах клеток в группе 
пациентов в сравнении с условно здоровыми до-
норами (рис.  2,  3). Данные, полученные нами, 
представляются исключительными, так как до 
этого не производилась оценка влияния ГИБТ на 
уровень клеток, экспрессирующих HLA-E. Воз-

можно, такой супрессивный механизм реализу-
ется на фоне снижения общего провоспалитель-
ного ответа.

Заключение
Проведенное исследование подтверждает влия

ние предложенной терапии на уровень HLA-E-
позитивных клеток, которые могут вносить вклад 
в клиническое улучшение течения заболеваний. 
Кроме того, подобная корреляция параметров 
экспрессии HLA-E может быть актуальна в дру-
гих аспектах проводимой терапии, например, в 
качестве одного из прогностических критериев 
для отбора на ГИБТ или потенциального маркера 
эффективности лечения.
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КОМБИНИРОВАННЫЙ ИММУНОДЕФИЦИТ  
У ПОЖИЛЫХ ЛИЦ С ХОБЛ КАК ПРОЯВЛЕНИЕ  
СТАРЕНИЯ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ
Пирогова А.И., Ломтатидзе Л.В., Филиппов Е.Ф.
ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия

Резюме. Изучение особенностей функционирования иммунной системы (ИС) при хронической 
респираторной патологии особенно актуально у лиц пожилого и старческого возраста, поскольку ча-
стые затяжные обострения хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ) значительно отра-
жаются на состоянии пациентов, приводя к декомпенсации заболеваний. Цель – произвести расши-
ренное исследование состояния ИС, уточнить варианты нарушений у пациентов с ХОБЛ пожилого 
и старческого возраста. Исследованы 10 пациентов в возрасте 60-80 лет, страдающих ХОБЛ – группа 
исследования (ГИ), группа сравнения (ГС) – 30 условно здоровых лиц. Клинически определялся об-
щий и локальный статус. Перед лечением проведено исследование ИС: Т-лимфоцитов (CD3+CD19-, 
CD3+CD4+, CD3+CD8+), В-лимфоцитов (CD3-CD19+), ЕКК (CD3-CD16+CD56+), 2 субпопуля-
ций нейтрофильных гранулоцитов (НГ) CD64-CD32+CD16+CD11b+ и CD64+CD32+CD16+CD11b+ 
(FC- 500, Веckman Coulter, США) c расчетом индекса  – РИНГ, отражающего соотношение между 
двумя субпопуляциями НГ. Оценивали фагоцитарную функцию НГ: процессы захвата (%ФАН, ФЧ, 
ФИ), киллинга и переваривания (%П, ИП) по отношению к S.  aureus (штамм №  209), NADPH-
оксидазную активность в NBT-тесте. У пациентов ГИ выявлен комбинированный иммунодефицит 
различной степени тяжести: количественный дефицит Т-лимфоцитов за счет дефицита Т-хелперов 
(р < 0,05), нарушение эффекторной функции НГ (дефицит активно фагоцитирующих НГ, наруше-
ние процесса захвата, переваривания и киллинга, р1-3  <  0,05). Показано снижение субпопуляции  
CD64-CD32+CD16+CD11b+ НГ и повышение 8,9 раза «незрелой» негативно трансформированной 
субпопуляции CD64+CD32+CD16+CD11b+, свидетельствующее о неполноценном ответе НГ на бак-
териальную инфекцию. При расчете РИНГ у пациентов ГИ выявлена бактериальная инфекции в 
60% – легкого, 10% – среднетяжелого, 30% – тяжелого течения. Получены данные о наличии имму-
нодефицита у пациентов с ХОБЛ пожилого и старческого возраста, что требует создания иммуноте-
рапевтических подходов, направленных на восстановление дефектов ИС с целью повышения эффек-
тивности терапии ХОБЛ и улучшения качества жизни пациентов.

Ключевые слова: хроническая обструктивная болезнь легких, респираторные инфекции, иммуностарение, субпопуляции 
нейтрофильных гранулоцитов, иммунодефицит, иммунодиагностика
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COMBINED IMMUNODEFICIENCY IN ELDERLY PERSONS 
WITH COPD AS A MANIFESTATION OF IMMUNE AGING
Pirogova A.I., Lomtatidze L.V., Filippov E.F.
Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation

Abstract. The study of immune system (IS) functions in chronic respiratory pathology is especially relevant 
in elderly and senile persons, since frequent prolonged exacerbations of chronic obstructive pulmonary disease 
(COPD) significantly affect the condition of patients, leading to decompensation of diseases. The objective 
of this study was to perform expanded evaluation of IS state, and to specify the variants of disorders in elderly 
and senile patients with COPD. 10 patients aged 60-80 years with COPD comprised the study group (SG) l; 
the comparison group (CG) included 30 conditionally healthy individuals. The general and local clinical 
status was determined. Before treatment, the following immune parameters were studied: T  lymphocytes 
(CD3+CD19-, CD3+CD4+, CD3+CD8+), B lymphocytes (CD3-CD19+), NK cells (CD3-CD16+CD56+), two 
subsets of neutrophilic granulocytes (NG) CD64-CD32+CD16+CD11b+ and CD64+CD32+CD16+CD11b+ 
using an FC-500 Beckman Coulter device, with calculation of the CING index reflecting the ratio between 
the two NG subpopulations. Phagocytic function of NG was evaluated, i.e., engulfment (%PAN, PN, PI), 
killing and digestion (%D, ID) of microbial particles (S. aureus, strain 209), as well as NADPH oxidase activity 
by the NBT test. The SG patients showed combined immunodeficiency of varying severity: quantitative 
deficiency of T lymphocytes due to a decrease of T helper cells (p < 0.05), altered effector function of NG 
(deficiency of actively phagocyting NG, impaired capture, digestion and killing, p1-3 < 0.05). A decrease in the  
CD64-CD32+CD16+CD11b+NG subset, and an 8.9-fold increase in “immature” subset (negatively transformed 
CD64+CD32+CD16+CD11b+) were shown, suggesting an inferior NG response to bacterial infection. When 
calculating the CING, bacterial infections were detected: Mild, moderate and severe conditions were diagnosed, 
respectively, in 60%, 10% and 30% of SG patients. The evidence of immunodeficiency in elderly and senile 
COPD patients has been obtained, thus requiring development of immunotherapeutic approaches aimed at 
recovery of IS defects, in order to increase the efficiency of COPD therapy and improve the quality of life in 
patients.

Keywords: chronic obstructive lung disease, respiratory infections, immune ageing, neutrophil subpopulations, immune deficiency, 
immune diagnostics

Введение
Изучение особенностей функционирования 

иммунной системы (ИС) на фоне хронической 
респираторной патологии особенно актуально у 
лиц пожилого и старческого возраста, поскольку 
частые затяжные обострения хронической об-
структивной болезни легких (ХОБЛ) значитель-
но отражаются на состоянии пациентов, приводя 
к декомпенсации заболеваний. Эти процессы на-
прямую влияют на качество жизни людей, при-
водят к инвалидизации, негативно сказываясь на 
продолжительности их жизни [9]. Не существует 
однозначных данных подтверждающих взаимос-
вязь ускоренного старения, ХОБЛ и нарушения 
функционирования ИС на фоне старения  [10, 
12]. Проблема выявления причинно-следствен-
ных связей между клеточными и молекулярны-
ми проявлениями старения ИС и нетипично 
протекающими хроническими респираторными 

заболеваниями обусловлена необходимостью 
разработки новых подходов к лечению таких па-
циентов с целью поддержания здоровья и улуч-
шения качества их жизни [15]. 

По данным ВОЗ, сегодня ХОБЛ стоит на тре-
тьем месте среди причин смерти в мире. Ежегод-
но от ХОБЛ умирает около 2,8 млн человек, что 
составляет 4,8% от всех причин смерти  [4, 9]. В 
настоящее время существует множество доказа-
тельств того, что старение и инфекции играют 
важную роль в патогенезе и клиническом тече-
нии ХОБЛ [7, 11]. Установлено, что к обострению 
ХОБЛ часто приводит присоединение новой ре-
спираторной инфекции на фоне снижения функ-
ционирования ИС, что замыкает порочный круг 
инфекционно-воспалительных событий и спо-
собствует прогрессированию заболевания  [14]. 
При этом обострения ХОБЛ зачастую являются 
следствием присоединения очередных бактери-
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альных и вирусных респираторных инфекций, 
возникающих при отсутствии адекватности ре-
агирования противоинфекционной иммунной 
защиты. Микробный пейзаж у таких пациен-
тов обычно представлен: Haemophilus influenzae, 
Streptococcus pneumonia, Moraxella catarrhalis, 
Pseudomonas aeruginosa [3]. 

Стоит отметить необходимость выделения в 
отдельную группу пациентов ХОБЛ с частыми 
обострениями – два или более обострений в тече-
ние года или 1 и более обострений, сопровождаю-
щихся госпитализацией. Необратимое снижение 
функциональных показателей легких происходит 
с каждым новым обострением, подобная тенден-
ция формирует повышенные риски госпитали-
заций и смерти  [1, 9]. Известно несколько кли-
нических фенотипов ХОБЛ: бронхитический 
клинический фенотип, который характеризует-
ся преобладанием признаков бронхита (кашель, 
выделение мокроты), эмфизематозный и сме-
шанный, имеющий признаки бронхитического 
и эмфизематозного. При этом бронхитический 
клинический фенотип ХОБЛ рассматривается 
как вторичный иммунодефицит, манифестирую-
щий частым обострением бронхо-легочных ин-
фекций [1, 4]. Однако уровень иммунного ответа 
у пациентов с ХОБЛ имеет существенные отли-
чия у людей пожилого и старческого возраста от 
лиц среднего возраста, что, как полагают, связано 
со старением ИС, называемым в англоязычной 
литературе «иммуностарением».

Возрастное снижение иммунных функций, 
называемое «иммуностарением», играет решаю-
щую роль в проявлении острых респираторных 
инфекций различной этиологии и хронических 
респираторных заболеваний, таких как брон-
хиальная астма (БА) и ХОБЛ. Иммуностарение 
проявляется возрастным снижением функци-
онального потенциала ИС на клеточном и гу-
моральном уровнях  [5,  8]. Снижается эффек-
тивность защитных эффекторных механизмов 
врожденного иммунитета, включая фагоцитар-
ную активность макрофагов, хемотаксическую 
реакцию фагоцитов, снижение бактерицидной 
функции нейтрофильных гранулоцитов (НГ), 
изменение реактивности дендритных клеток и 
естественных киллерных клеток (ЕКК)  [8]. Им-
муностарение и связанное с ним хроническое си-
стемное «воспалительное старение» способству-
ют развитию и прогрессированию заболеваний 
легких у пожилых людей с последующим ремо-
делированием паренхимы легких и усугублением 
дисфункции ИС. Эти процессы предрасполагают 
ко все новым респираторным инфекциям ниж-
них дыхательных путей, обуславливают форми-

рование уникальных клинических фенотипов, 
наблюдаемых при хронических респираторных 
заболеваниях, включая астму с поздним дебю-
том, ХОБЛ и легочный фиброз [6].

Уточнение новых особенностей нарушения 
функционирования ИС в процессе старения че-
ловека позволит изыскать доступные способы 
восстановления поврежденной ИС, что должно 
благополучно отразиться на течении хрониче-
ских респираторных заболеваний в пожилом воз-
расте, являющихся в настоящее время значимой 
причиной высокой заболеваемости и смертно-
сти [13].

Возрастающая доля стареющего населения 
ставит новые задачи перед системой здравоох-
ранения, направленные на сохранение и увели-
чение активной продолжительности жизни лиц 
пожилого и старческого возраста. Решение этого 
вопроса станет возможным при уточнении моле-
кулярных и клеточных механизмов иммунопато-
генеза ХОБЛ. При этом станет возможной разра-
бротка методов таргетной иммуномодулирующей 
терапии, направленных на восстановление нор-
мального функционирования ИС с нормализа-
цией ее возможностей элиминации инфекцион-
ных патогенов. 

Цель исследования – на базе проведения рас-
ширенного исследования состояния ИС уточ-
нить варианты нарушений функционирования 
ИС у пациентов с ХОБЛ пожилого и старческого 
возраста.

Материалы и методы
Под нашим наблюдением находилось 10 паци-

ентов обоего пола в возрасте от 60 до 80 лет, стра-
дающих ХОБЛ. Исследование проведено на базе 
отделения пульмонологии клиники ГБУЗ «Кли-
нический госпиталь ветеранов войн» (г. Красно-
дар, ул. Кирова, 9).

При проведении обследования использова-
лись клинические методы определения общего 
и локального статуса: опрос и осмотр пациента 
с применением стандартной методики и необ-
ходимого набора инструментов в соответствии 
с медицинской картой стационарного больного 
(форма № 003/у, утвержденная приказом Минз-
драва СССР от 04.10.1980 № 1030). Было сформи-
ровано 2 группы:

Группа исследования (ГИ) включала 10 паци-
ентов пожилого и старческого возраста с ХОБЛ; 
в группу сравнения (ГС) вошли 30 условно здоро-
вых лиц в возрасте от 57 до 70 лет.

При поступлении в стационар, до проведения 
лечебных мероприятий, проведено исследование 
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ИС методом проточной цитометрии на Сytomics 
FC-500 (Веckman Coulter, США) с использо-
ванием MкАТ (Веckman Coulter, США) прово-
дили определение содержания Т-лимфоцитов 
(CD3+CD19-, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3+CD4+/
CD3+CD8+), и В-лимфоцитов (CD3-CD19+), 
ЕКК (CD3-CD16+CD56+). Тестировали со-
стояние двух функционально значимых суб-
популяций НГ CD64-CD32+CD16+CD11b+ и 
CD64+CD32+CD16+CD11b+ c определением рас-
четного индекса НГ (РИНГ) для оценки тяжести 
протекания ХОБЛ и дифференцирования ви-
русной и бактериальной инфекциии (патент на 
изобретение №  2825251 «Способ дифференци-
альной диагностики бактериальных и вирусных 
инфекционно-воспалительных заболеваний» от 
02.08.2024) [2]. Проводили оценку фагоцитарной 
активности НГ по количеству активно фагоцити-
рующих НГ (%ФАН), с оценкой процессов захва-
та (ФЧ, ФИ) и переваривающей активности (%П, 
ИП) по отношению к S.  aureus (штамм №  209). 
NADPH-оксидазную активность оценивали в 
спонтанном и стимулированном NBT-тесте пу-
тем подсчета активированных клеток на 100 НГ. 

Систематизация и статистическая обработ-
ка данных проводилась с использованием про-
граммного обеспечения Microsoft Office Excel 
2019 и программы STATISTICA 10. Поправка на 
множественные сравнения осуществлялась с по-
мощью метода Холма–Бонферрони.

Исследования производились в соответствии 
с существующими этическими стандартами био-
этического комитета, разработанными в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией всемирной 
ассоциации «Этические принципы проведения 
научных медицинских исследований с участием 
человека» с поправками 2000 г. и «Правилами кли-
нической практики в Российской Федерации», 
утвержденными Приказом МЗ РФ от 19.06.2003 
№ 266. Пациенты, участвующие в исследовании, 
подписали добровольное письменное информи-
рованное согласие на участие. 

Результаты и обсуждение
Клиническая картина в исследуемой группе 

характеризовалась ХОБЛ с преобладанием брон-
хитического и смешанного фенотипов над эм-
физематозным. Количество обострений ХОБЛ 
в год достигало 2,2±0,63, сопровождавшихся 
госпитализацией 1,92±0,25 раза в год, затяж-
ным течением, длительностью порядка 3,4±0,97 
месяца. Обострение ХОБЛ характеризовалось 
значительным усилением одышки, частым каш-
лем с отхождением гнойной мокроты, сниже-

нием толерантности к физической нагрузке и 
увеличением потребности в препаратах «скорой 
помощи» (КДБА), комбинированных препара-
тах (ИГКС + ДДБА), а также потребности в до-
полнительном подключении небулайзера как 
способа доставки препаратов при ухудшении 
состояния на фоне базисной терапии (ДДБА, 
ипратропия бромида). Обострение сопрово-
ждалось осложнением в виде ДН1 в 0,143±0,38 
случая, требующей респираторной поддержки, 
в 0,1±0,32 случая отмечено развитие пневмонии 
на фоне длительного обострения ХОБЛ. Частота 
острых респираторных инфекций в ГИ достигала 
5,4±1,17 раза в год, длительностью 7,9±3,14 дня 
в 2,7±0,82 случая, требовавшей присоединения 
антибактериальной терапии.

В общем анализе крови отмечалось наличие 
незначительного увеличения лейкоцитов 7,96 
(6,87-9,02) × 109л против значений 6,25 (5,75- 6,75) 
в ГС (р = 0,0343).

При исследовании иммунного статуса в ГИ 
пациентов с ХОБЛ отмечалось снижение в 1,3 
раза относительного содержания Т-лимфоцитов 
(СD3+CD19-) 57,9 (55,35-61,05)% против 73,7 
(66,3-77,4)% в ГС, (р  =  0,0022) и в 1,7 раза 
Т-хелперов (СD3+СD4+) 27,8 (21,8-38,7) про-
тив 48,1 (36,3-49,6) в ГС, (р = 0,0361) и увеличе-
ние в 1,3 раза Т-цитотоксических лимфоцитов 
(СD3+СD8+) 37,8 (35,68-42,18) против 30,1 (26,0-
34,3) показателей ГС, (р = 0,0349). Данные изме-
нения могут свидетельствовать об инверсии ИРИ 
1-го порядка у пациентов с ХОБЛ ИРИ  – 1,34 
(0,69- 2,20) (р = 1,00) и приводят к нарушению со-
отношения лимфоцитов с хелперной и цитоток-
сической активностью (рис. 1). 

Относительное содержание B-лимфоцитов 
имело тенденцию к значительному снижению 
6,35 (4,93-7,95), против 10,6 (8,5-12,5) в ГС, 
(р  =  0,1187), обращает на себя внимание фор-
мирование 2 групп пациентов: группы, имею-
щей дефицит содержания В-лимфоцитов 5,40 
(3,50-6,30), показавшей достоверные различия с 
10,60 (8,50-12,50) в ГС (p  =  0,014) и группы, не 
имеющей достоверных различий с ГС в содержа-
нии В-лимфоцитов 12,40 (9,60-13,40), (p = 1,00), 
что позволяет нам предположить ассоциацию 
тяжелого течения ХОБЛ с недостаточностью 
В-лимфоцитов. Кроме того, показана тенден-
ция к увеличению относительного содержания  
ЕКK (CD3-СD16+СD56+) 19,00 (14,98-23,68) про-
тив 16,30 (13,10-20,20) в ГС (р = 1,00) (рис. 1).

При анализе количественных и функциональ-
ных показателей фагоцитарной активности НГ 
выявлено, что у пациентов ГИ наблюдается сни-
жение в 1,4 раза количества активно фагоцитиру-
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Рисунок 1. Характеристика Т-клеточного звена иммунной системы и естественных киллерных клеток у пациентов  
с хронической обструктивной болезнью легких пожилого и старческого возраста
Примечание. * – отличия показателей группы исследования пациентов пожилого и старческого возраста с ХОБЛ от показателей 
условно здоровых лиц среднего возраста (p = 0,036).
Figure 1. Characteristics of the T cell immune system and natural killer cells in patients with chronic obstructive pulmonary disease 
of old age and elderly
Note. *, differences in the indicators of the study group of children with purulent-inflammatory diseases of the maxillofacial region from the 
indicators of conditionally healthy children (p = 0,036).
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ющих НГ (%ФАН) 46,00 (37,00-56,75) против 65,8 
(60,90-79,60) в ГС (р = 0,0026) отмечено наруше-
ние функций захвата в виде снижения в 2 раза 
ФЧ 3,12 (2,02-3,40) против 6,30 (4,60-6,80) в ГС 
(р = 0,0064) и снижения в 3,5 раза ФИ 1,21 (0,82-
1,79) против 4,30 (3,90-4,40) в ГС (р  =  0,0029). 
Также установлено значимое снижение процес-
сов киллинга и переваривания бактериально-
го антигена за счет снижения %П 29,75 (22,98-
45,07) против 58,9 (51,30-65,00) (р = 0,0349) в ГС, 
ИП 0,43 (0,40-0,46) против 2,60 (2,10-3,40) в ГС, 
(р = 0,0025) (рис. 2). При этом отмечена тенден-
ция усиленного ответа НАДФ-оксидаз в значе-
ниях %ФПКсп: 4,0 (1,25-9,5) против 2,4 (2,3-3,5) 
ГС, %ФПКст :11,5 (1,75-40,0) против 5,5 (2,8-6,3) 
в ГС, КМ (%ФПКст/%ФПКсп): 2,47 (1,06-4,16) 
против 1,8 (1,3-1,9) в ГС, (p > 0,05) (рис. 2). 

При исследовании в ГИ функци-
онально значимых субпопуляций НГ  
CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ  – «сторожевой» 
субпопуляции и CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ –  
«незрелой» субпопуляции установлено, что коли- 
чество субпопуляции CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ  

составило 80,0 (66,4975-87,83)% против 94,35 
(89,61-95,96)% в ГС (p = 0,0064), в то же время доля 
субпопуляции CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ 
составила 10,25 (8,4875-27,175) % против 1,15 
(0,65- 3,10) значений ГС (p  =  0,0056). При этом 
уровень РИНГ составил 8,25 (2,475-9,625) против 
82,57 (30,15- 95,96) в ГС (p =  0,0065), что свиде-
тельствовало о наличии бактериальной инфек-
ции. Для определения степени тяжести ХОБЛ 
было также исследовано значение РИНГ у па-
циентов ГИ. По данным Нестеровой И.В. и со-
авт. (2024), известно, что референсный интервал 
РИНГ для легкого течения бактериальной ин-
фекции составляет 5,9-18,9, средтяжелого тече-
ния – 3,0-5,8, тяжелого течения – 0,1-2,9. Легкое 
течение бактериальной инфекции при ХОБЛ в 
ГИ имело место у 6 пациентов (60%), среднетя-
желое выявлено у 1 пациента (10%), тяжелое те-
чение – у 3 пациентов (30%). 

Таким образом, у пациентов с ХОБЛ по-
жилого и старческого возраста имеется стати-
стически достоверное снижение «сторожевой»  
CD64-CD32+CD16+CD11b+ субпопуляции НГ,  

ГИ / SG ГC / CG
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сопряженное с появлением «незрелой» 
CD64+CD32+CD16+CD11b+НГ субпопуляции, 
что свидетельствует о наличии бактериальной 
инфекции, ассоциированной с ХОБЛ. При оцен-
ке уровня РИНГ, получены данные о нарушении 
взаимоотношения между исследуемыми субпо-
пуляциями, что дополнительно подтверждало 
наличие бактериальной инфекции. Кроме того, 
изменения значений РИНГ, входящих в рефе-
ренсные интервалы, характерные для различной 
степени тяжести, позволили выявить варианты 
ХОБЛ легкого течения, средней и тяжелой степе-
ней тяжести в ГИ.

Заключение
Продемонстрировано наличие комбиниро-

ванного иммунодефицита у пациентов с ХОБЛ 
пожилого и старческого возраста различной 
степени тяжести: количественный дефицит 
Т-лимфоцитов за счет дефицита Т-хелперов и 
нарушение эффекторной функции НГ, заклю-
чающееся в дефиците активно фагоцитирую-
щих НГ, нарушениях процесса захвата, пере-

варивания и киллинга. Кроме того, показано 
статистически достоверное снижение функци-
онально значимой «сторожевой» субпопуляции 
CD64-CD32+CD16+CD11b+ и повышение «не-
зрелой» негативно трансформированной субпо-
пуляции CD64+CD32+CD16+CD11b+ в 8,9 раза, 
что свидетельствовало о неполноценном ответе 
НГ на бактериальную инфекцию. Исследование 
уровня РИНГ, отражающего взаимоотношение 
между двумя значимыми субпопуляциями НГ 
позволило подтвердить наличие бактериальной 
инфекции и уточнить различную тяжесть тече-
ния заболевания у пациентов ГИ.

Принимая во внимание полученные данные, 
свидетельствующие о наличии иммунодефици-
та у пациентов с ХОБЛ пожилого и старческого 
возраста, требуется создание новых иммуноте-
рапевтических подходов, направленных на вос-
становление дефектных звеньев ИС с целью 
повышения эффективности терапии ХОБЛ, про-
водимой в рамках клинических рекомендаций, и 
улучшения качества жизни пациентов пожилого 
и старческого возраста.
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Рисунок 2. Фагоцитарная и микробицидная кислородзависимая активность нейтрофильных гранулоцитов 
у пациентов с хронической обструктивной болезнью легких пожилого и старческого возраста 
Примечание. * – отличия показателей группы исследования пациентов пожилого и старческого возраста с ХОБЛ от показателей 
условно здоровых лиц среднего возраста (p = 0,034).
Figure 2. Fasocital and microbiotic oxygen-dependent neutrophil granulocyte activity in patients with chronic obstructive pulmonary 
disease of old age and elderly 
Note. *, differences in the indicators of the study group of children with purulent-inflammatory diseases of the maxillofacial region from 
the indicators of conditionally healthy children (p = 0,034).
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АКТУАЛЬНЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ МЕДИЦИНСКИХ 
РАБОТНИКОВ О ЛИХОРАДКЕ КАК ВОЗМОЖНЫЕ  
ПРИЧИНЫ ТЕМПЕРАТУРОФОБИИ
Найдёнкина С.Н., Ермакова М.К., Мотигуллин Р.Р.
ФГБОУ ВО «Ижевская государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ижевск, Удмуртская Республика, Россия

Резюме. Лихорадка является чрезвычайно распространенным симптомом у детей и самой частой 
причиной обращения к педиатру. В мировой литературе много исследований, указывающих на то, 
что у врачей и родителей слишком много заблуждений и противоречивых результатов в отношении 
лихорадки. Связано это с методологическими ограничениями доступных исследований в области 
лихорадки, наличием некоторых разногласий в терминологии, при принятии решения о лечении 
ориентация на комфорт пациента и отсутствие целостного подхода к реакциям организма. В этом 
исследовании мы постарались выявить знания, отношение и заблуждения врачей первичного зве-
на в отношении лихорадки у детей. Это поперечное исследование было проведено в июне-июле 
2024 года с участием врачей и медицинских сестер детских поликлиник (n = 209). Врачи с устного 
согласия самостоятельно заполняли предложенную анкету. В исследовании у трети респондентов 
имелись разноречивые ответы в отношении того, считать ли лихорадку нормальной реакцией на 
болезнь или патологической. Снижение температуры рекомендуют все педиатры, и только 13,4% – 
при нарушенном самочувствии у ребенка. Превалирующее большинство считает борьбу с лихо-
радкой не вредной для организма, хотя 72,2% отмечают, что назначение жаропонижающих может 
маскировать более серьезные проблемы. Позитивным является то, что 58,8% врачей рекомендуют 
снижать температуру выше 39-39,5 °С в соответствии с современными рекомендациями; меньшее 
(13,9%) количество опрошенных связывают лихорадку с бактериальной инфекцией. Существуют 
заблуждения у медицинских работников в отношении лихорадки после вакцинации, при прорезы-
вании зубов, о необходимости физических мер охлаждения, обязательном отпаивании, о показани-
ях для обращения за медицинской помощью. Все медицинские работники имеют страхи в отноше-
нии последствий пирексии, особенно в отношении судорог, потери сознания, денатурации белков 
и обезвоживания. С одной стороны, это демонстрирует настороженность и побуждает к диагности-
ческому поиску. С другой стороны, это усиливает температурофобию. В результате инструкции и 
определения, которые даются родителям в отношении лечения лихорадки, часто противоречивы 
и неполны. Большинство медработников понимают недостаток знаний в этой области. Сосредо-
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точившись на лечении лихорадки, мы создаем у родителей впечатление, что лихорадка вредна, а 
жаропонижающие средства полезны. Нет ли отдаленных последствий такой повседневной борьбы, 
если главная цель – сохранить здоровье? 

Ключевые слова: лихорадка, пирексия, дети, температурофобия, острое воспаление, гипертермия, хроническое воспаление

CURRENT VIEWS OF MEDICAL PROFESSIONALS ON FEVER 
MAY CAUSE A FEVER PHOBIA
Naydеnkina S.N., Ermakova M.K., Motigullin R.R.
Izhevsk State Medical Academy, Izhevsk, Udmurt Republic, Russian Federation

Abstract. Fever is an extremely common symptom in children and the most common reason for visiting a 
pediatrician. There are many studies worldwide indicating that physicians and parents have a lot of misconcepts 
and conflicting results regarding fever. This is due to the methodological limitations of available studies in 
the field of fever, some disagreements in terminology, orientation towards patient comfort when making 
treatment decisions and lack of a holistic approach to the body reactivity. In this study, we sought to identify 
the knowledge, attitudes and misconcepts of primary care physicians regarding fever in children. This cross-
sectional study was conducted in June-July 2024 with the participation of physicians and nurses at pediatric 
clinics (n = 209). Physicians, with verbal consent, independently completed the proposed questionnaire. In the 
study, a third of respondents had conflicting answers, whether a fever state should be considered a normal or 
pathological response in health disorder. All pediatricians recommend to bring the temperature down, and only 
13.4% preferred to do it, if the child feels unwell. The overwhelming majority believes that fighting fever is not 
harmful to the body, although 72.2% note that administration of antipyretics may mask more serious problems. 
It is positive that 58.8% of doctors suggest bringing down the fever at > 39-39.5 °C, as currently recommended. 
A fewer number of respondents (13.9%) associate fever with a bacterial infection. There are misconcepts among 
health workers regarding fever after vaccination, during teething, the needs for physical cooling measures, 
mandatory watering, and indications for seeking medical care. All health workers have fears regarding the 
consequences of pyrexia, especially regarding convulsions, loss of consciousness, protein denaturation, and 
dehydration. On the one hand, this attitude demonstrates alertness and encourages a diagnostic search. On the 
other hand, it increases fear of fever. As a result, the instructions and definitions given to parents regarding fever 
treatment are often contradictory and incomplete. Most health care providers recognize the lack of knowledge 
in this area. By focusing on fever treatment, we suggest an impression for parents that fever is harmful and 
antipyretics are beneficial. Are there long-term consequences of such a daily struggle when the primary goal is 
to maintain health?

Keywords: fever, pyrexia, children, fever phobia, acute inflammation, hyperthermia, chronic inflammation

Введение
Уильям Ослер писал: «У человечества есть 

только три великих врага: лихорадка, голод и во-
йна, и из них самым великим, самым ужасным 
является лихорадка». В 2023 году нами были 
опрошены по вопросам лихорадки 300 родителей 
в селе и 300 в городе в неэпидемический период 
на приеме у врача, согласно которому лихорадка 
всегда была признаком острой инфекции респи-
раторной или других локализаций [3]. Чаще она 
не представляла никакой угрозы, так как была 

не дольше 3 дней, у половины детей не выше 
39 °C, и только один из десяти детей имел хрони-
ческое заболевание. Однако при этом практиче-
ски все родители испытывали опасения, имели 
страх лихорадки и использовали жаропонижа-
ющие и другие средства, считая это очень важ-
ным. Нежелательные явления в виде фебриль-
ных судорог наблюдались у 3,3% опрошенных, 
другие нежелательные явления (обезвоживание, 
сильные головные боли, одышка, абдоминаль-
ные боли)  – у одного из десяти опрошенных. 
Наблюдая за лечением острых инфекций раз-
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личной локализации, которые на педиатри-
ческом участке занимают львиную долю всех 
причин лихорадки, создается впечатление, что 
все силы медицинских работников и родителей 
направлены на борьбу с лихорадкой, как основ-
ному источнику проблем. До сих пор существует 
значительный разрыв между текущей практикой 
и научными данными. Согласно исследовани-
ям, мы находимся на перепутье: за последние 
несколько десятилетий накопилось достаточно 
убедительных научных данных, подтверждаю-
щих положительную роль лихорадки, и в то же 
время в текущей практике по-прежнему преоб-
ладает стремление снизить температуру тела [4, 
8, 11, 13, 14]. Назначая жаропонижающие сред-
ства детям с любой лихорадкой, педиатры спо-
собствуют температурофобии у населения. Со-
средоточившись на лечении лихорадки, мы 
создаем у родителей впечатление, что повыше-
ние температуры вредно, а жаропонижающие 
препараты полезны. Нет ли отдаленных послед-
ствий такой повседневной борьбы, если главная 
цель – сохранить здоровье? Ведь лихорадка яв-
ляется одним из признаков воспаления  – уни-
версальной врожденной реакции организма в 
ответ на патоген. Если активно бороться с сим-
птомами воспаления (лихорадка, боль, отек, 
нарушение движения), назначая жаропонижа-
ющие, противовоспалительные и обезболива-
ющие средства, способствуем ли мы борьбе с 
патогеном и помогаем ли работе иммунной си-
стемы? Обширное назначение антибактериаль-
ных препаратов на фоне общего подавления вос-
паления и реакций иммунной системы не грозит 
ли срывом толерантности в организме и разви-
тием аутовоспалительных состояний? Согласно 
обширному обзору, который нам представля-
ется глобальным, посвященному наблюдению 
за хроническими больными (сахарный диабет, 
гипертония, бронхиальная астма, поствирусный 
синдром, хронические головные боли, а также 
атопический дерматит, рассеянный склероз) в 
катамнезе, выявлено, что с появлением хрони-
ческого заболевания острые состояния возни-
кают реже, а температурная реакция исчезает. 
Это позволило сделать вывод, что подавление 
острого воспаления способствует переходу вос-
паления на другой уровень – подострый и хро-
нический, и скорее всего, персистированию ин-
фекций. А  возвращение эффективного острого 
воспаления и высокой температуры предвещает 
истинное улучшение хронических воспалитель-
ных состояний [6, 7]. 

Цель исследования  – анализ уровня инфор-
мированности медицинских работников детских 

поликлиник о лихорадочном процессе, выяс-
нение отношения и заблуждений, касающихся, 
прежде всего, негативного влияния лихорадки.

С терминологией в литературе наблюдаются 
некие расхождения. Термин «лихорадка» совер-
шенно не равнозначен гипертермическому син-
дрому и используется для обозначения повышен-
ной температуры, вызванной действием внешних 
и внутренних пирогенов на гипоталамус при 
сепсисе и воспалительных состояниях. У  «ги-
пертермии» нет согласованного определения: 
одни определяют ее как внутреннюю температу-
ру выше 38,2 °C, независимо от причины; другие 
используют при состояниях, когда температура 
тела поднимается выше, чем устанавливается ги-
поталамусом, и поэтому специально исключают 
те, при которых лихорадка вызвана пирогенами, 
возникающей из-за теплового воздействия или 
нерегулируемого производства тепла, превыша-
ющего теплопотери. Большинство причин гипер-
термии приходится на классический тепловой 
удар и физические нагрузки, реже злокачествен-
ные новообразования, черепно-мозговую травму, 
ишемию тканей и лекарственные реакции. Ней-
рогенная лихорадка и лихорадки, связанные с 
эндокринопатией, встречаются реже [15]. 

В отличие от гипертермии при лихорадке тем-
пература не поднимается выше уровня перено-
симости организма. В соответствии со степенью 
повышения температуры лихорадку разделяют на 
субфебрильную – 37,1-37,9 °C, умеренную – 38-
39 °С, фебрильную – 39,1-41 °C и гипертермиче-
скую – выше 41 °С [1].

Что происходит при гипертермии – повыше-
нии температуры не воспалительного характера? 
Эпизод гипертермии может вызвать кратковре-
менную неврологическую и когнитивную дис-
функцию, которая может затянуться или стать 
постоянной. Мозжечок и клетки Пуркинье осо-
бенно нетерпимы к воздействию тепла. Гипер-
термия при острой черепно-мозговой травме и 
инсульте указывает на неблагоприятный исход. 
В большинстве случаев пациенты полностью вос-
станавливаются после острой когнитивной дис-
функции, однако у некоторых из них остаются 
стойкие изменения в концентрации внимания, 
памяти или личности. Лечение ограничивается 
срочным охлаждением физическими методами, 
никакие жаропонижающие в этом случае не де-
монстрируют эффект. Возможно, поэтому в ру-
ководствах рекомендация охлаждения ребенка 
при лихорадке является ведущей, хотя это ухуд-
шает и состояние, и самочувствие. Гипертермия 
снижает целостность гематоэнцефалического 
барьера, повышая вероятность того, что неко-
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торые неврологические нарушения связаны с 
транслокацией бактерий или эндотоксинов из 
желудочно-кишечного тракта  [15]. Есть иссле-
дования, доказывающие наличие эндотоксемии 
и транслокации бактерий при тяжелом течении 
пневмонии, вызванной новой коронавирусной 
инфекцией [12]. Наиболее уязвимыми к измене-
ниям температуры элементами нервных клеток 
являются митохондрии и плазматические мем-
браны; необратимые изменения в структуре бел-
ков, по-видимому, происходят при температуре 
выше 40  °C. Однако денатурация белков может 
происходить даже при нормальной температуре, 
что позволяет предположить, что в нормальных 
условиях механизмов восстановления достаточ-
но. Этот процесс может быть обратимым, в том 
числе благодаря белкам теплового шока (HSP). 
НSP  – это совокупность белков, синтезируе-
мых клетками в ответ на воздействие стрессовых 
факторов и защищающих от широкого набора 
вредных воздействий, включая ишемию и гипер-
термию. Внутриклеточно расположенные HSP 
выполняют защитную роль, включая коррекцию 
неправильно свернутых белков, предотвращение 
агрегации белков, транспорта белков, поддерж-
ку процессинга и презентации антигена, а также 
ограничение апоптоза. Мембранно-связанные 
или внеклеточные HSP могут оказывать имму-
ностимулирующее действие и, по-видимому, 
индуцируют высвобождение цитокинов или обе-
спечивают сайты распознавания естественных 
клеток-киллеров; HSP могут оказывать про-
апоптотическое, а также антиапоптотическое 
действие [15].

В отличие от гипертермии лихорадка обеспе-
чивает эволюционно выработанную защиту от 
патогенов. Во-первых, инфекционные патоге-
ны человека часто демонстрируют оптимальную 
репликацию при температуре ниже 37 °C; таким 
образом, повышенная температура тела хозяина 
препятствует размножению. Во-вторых, повы-
шение температуры in vitro с 35 °C до 41,5 °C по-
вышает противомикробную активность многих 
классов антибиотиков [15].

Лихорадка – реакция защитная, которая уси-
ливает синтез интерферона гамма (IFNγ) и фак-
тора некроза опухоли альфа (TNFα), повышает 
бактерицидность полинуклеаров, синтез остро-
фазных белков. При этом происходит, скорее 
всего, активация иммунного ответа Тh1-типа с 
синтезом иммуноглобулинов класса G и образо-
ванием клеток памяти, что очень актуально для 
детей, поскольку лихорадка, сопровождающая 
инфекции, играет важную роль в переключении 
с Тh2-типа иммунного ответа, превалирующего у 

младенцев, на более совершенный Th1-тип. При 
этом снижается способность микроорганизмов 
размножаться и ускоряется экскреция возбудите-
лей  [1]. Простагландин Е2, вырабатывающийся 
при воспалении, вызывает боли в мышцах и су-
ставах, которые ощущаются как ломота в самый 
острый период, a интерлейкин-1 вызывает сон-
ливость, часто наблюдаемую при лихорадке. Во 
время пирексии в сыворотке крови концентра-
ция железа и цинка кратковременно уменьшает-
ся, лишая патогенные микроорганизмы важных 
нутриентов, а концентрация меди увеличивается; 
усиливается выделительная функция печени и 
почек [1].

При высокой температуре возможен дели-
рий, чаще наблюдаемый при вирусной инфекции 
(особенно при гриппе). Наличие делирия указы-
вает на тяжесть инфекции, но сам по себе не опа-
сен и не вызывает последствий.

Хотя лихорадка – защитная реакция и вызы-
вает положительные иммунологические сдвиги, 
отрицательные представления о ней, в том числе 
страх судорог, остаются неизменными. В мировой 
литературе проведено большое количество ис-
следований с метаанализом знаний и отношения 
родителей к лихорадке у детей. Данные о том, как 
медицинские работники информируют родите-
лей на приеме о здоровье детей, является крайне 
неприемлемым [8, 11, 14]. На основании обзоров 
существуют подробные рекомендации, которые 
до сих пор не освещены в наших отечественных 
руководствах. Невозможность контролировать 
температуру дома – одна из самых частых причин 
обращения за медицинской помощью. Родители 
являются главными наблюдателями за отноше-
нием специалистов к лихорадящему ребенку. По-
этому дополнительные исследования как родите-
лей, так и медицинских работников в отношении 
детской лихорадки крайне необходимы. Систе-
матические обзоры показывают, что страх перед 
температурой является глобальной проблемой 
среди лиц, осуществляющих уход, и медицин-
ских работников [4, 8, 11, 13, 14].

Материалы и методы
С целью выявления уровня информированно-

сти медицинских работников детских поликли-
ник о лихорадочном процессе было проведено 
анкетирование в июне-июле 2024 года среди мед-
сестер и врачей педиатрических отделений горо-
да Ижевска. Медицинские работники заполняли 
анкету самостоятельно, дав на это устное согла-
сие. Всего было опрошено 209 человек, из кото-
рых 136 – это врачи и 73 медсестры, преимуще-



1085

Возможные причины температурофобии
Possible causes of fever phobia2025, Vol. 28, № 4

2025, Т. 28, № 4

ственно работавшие на педиатрическом участке. 
Мы использовали описательные статистические 
методы.

Результаты и обсуждение
Полученные данные сведены в таблицу  1. 

Большинство медицинских работников пользу-
ются электронными и инфракрасными термо-
метрами и, соответственно, измеряют температу-
ру в подмышечной впадине и на лбу. Лихорадку 
считают нормальной реакцией на болезнь 93,3% 
медицинских работников, треть из них (33,5%), 
достоверно чаще врачи (р < 0,05), запутались в от-
ветах, считая температуру и нормальной реакци-
ей, и болезнью одновременно. При этом такое же 
большинство (91,9%) не считают, что снижение 
температуры может быть вредно для организма и 
всегда рекомендуют ее снижать. За нижний по-
рог температуры, нуждающейся в понижении на 
уровне 38-38,5  °С, считая ее опасной для здоро-
вья ребенка, проголосовали 45,9% респондентов, 
достоверно чаще медицинские сестры (р < 0,05). 
Уровень 39-39,5  °С является критическим для 
49,8% персонала, достоверно выше у врачей 
(р  <  0,01)  – это является положительным сдви-
гом в знаниях о лихорадке за последние годы, так 
как в большинстве исследований медики считали 
критическим порог в 38 °С и выше [14]. Согласно 
клиническим рекомендациям по лечению острых 
респираторных инфекций и лечению лихорадок у 
детей на этапе скорой медицинской помощи еще 
с 2015 года рекомендован к снижению у практи-
чески здоровых детей уровень лихорадки выше 
39,0-39,5  °С. Наиболее часто используемыми 
препаратами для снижения температуры являют-
ся ибупрофен (68,0%) и парацетамол (55,5%). Это 
вполне оправдано, ведь ибупрофен кроме жаро-
понижающего эффекта обладает еще и противо-
воспалительным действием; случаев отравления 
парацетамолом больше, чем ибупрофеном. Око-
ло 13,5% респондентов рекомендуют комбини-
рованные и другие препараты. В общепринятых 
рекомендациях в детской практике и парацета-
мол, и ибупрофен являются предпочтительными 
в детском возрасте, однако комбинировать их не 
рекомендуется, учитывая риск передозировки и 
индивидуальной гиперчувствительности  [4,  13, 
14].

Следует отметить, что весь медицинский 
персонал, участвовавший в исследовании, от-
мечал наличие страхов, касающихся лихорад-
ки. Большинство боится прежде всего судорог 
(84,2%), потери сознания (60,3%), обезвожива-
ния (55,0%), денатурации белков (68,0%), а также 

нейроинфекции – 13,9%, слепоты и глаукомы – 
3,3%, смерти  – 6,7%, комы  – 1,9%. Конечно, 
должна быть настороженность в отношении 
таких грозных состояний, сопровождающихся 
лихорадкой, как септический шок, нейротокси-
ческая реакция, менингит и энцефалит, аутово-
спалительные синдромы. Но, во-первых, такие 
состояния возникают редко и имеют свои диа-
гностические признаки помимо лихорадки. Во-
вторых, септический шок, фебрильные судороги 
и нейротоксические реакции у детей встречаются 
в первые сутки пирексии, в последующем риск 
минимизируется, и здесь не может идти речь о 
профилактике в виде борьбы с лихорадкой, речь 
о своевременной диагностике. В случае сепси-
са наличие фебрилитета прогностически лучше, 
чем явление нормотермии и, еще более неблаго-
приятна гипотермия. В большом исследовании, 
куда вошли 1425 взрослых пациентов в критиче-
ском состоянии в отделении интенсивной тера-
пии, обнаружили, что отсутствие температуры, 
гипотермия, а также лечение нестероидными 
противоспалительными препаратами или ацета-
минофеном (парацетамолом) независимо друг 
от друга достоверно увеличивали смертность в 
течение последующих 28 дней у пациентов с сеп-
сисом. Другая ситуация выявлена у пациентов с 
гипертермией  – наличие лихорадки (≥  39,5  °C) 
было сопряжено со смертностью, а прием жаро-
понижающих или ацетаминофена улучшал вы-
живаемость. Эти данные свидетельствуют о том, 
что лихорадка и жаропонижающие средства мо-
гут иметь различные биологические или клини-
ческие последствия для пациентов с сепсисом и 
гипертермией [5]. 

Основным осложнением, которое может быть 
связано с этим признаком, у детей являются фе-
брильные судороги. Однако они возникают в 
среднем в популяции у 2-5% детей в первые 5 лет 
жизни, и риск развития эпилепсии составляет 
всего 2-3%, как и риск эпилепсии у всего насе-
ления. 80% из них являются простыми фебриль-
ными судорогами, которые не имеют серьезных 
последствий. В двух обзорах клинических испы-
таний по применению жаропонижающих средств 
для профилактики фебрильных судорог был сде-
лан вывод о том, что, учитывая методологические 
ограничения доступных исследований, не было 
получено положительных доказательств такого 
лечения [4]. Наличие судорог само по себе не яв-
ляется показателем тяжести заболевания; более 
высокая температура не пропорциональна более 
тяжелому течению заболевания. Основные воз-
будители, при которых риск судорог выше, это 
герпес 6-го типа и грипп. Имеется наследствен-



1086

Naydеnkina S.N. et al.
Найдёнкина С.Н. и др.

Russian Journal of Immunology/Rossiyskiy Immunologicheskiy Zhurnal
Российский иммунологический журнал

ТАБЛИЦА 1. ПРЕДСТАВЛЕНИЯ МЕДИЦИНСКИХ РАБОТНИКОВ О ЛИХОРАДКЕ

TABLE 1. HEALTHCARE PROFESSIONALS’ PERCEPTIONS OF FEVER

№
No.

Вопросы
Questions 

Ответы
Answers 

Общее, %
Total, %
(n = 209)

Врачи, %
Doctors, %
(n = 136)

Медсестры, %
Nurses, %

(п = 73)
1 Лихорадка – это 

нормальная реакция на 
болезнь? 
Is fever a normal reaction 
to illness? 

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

93,3

6,7

94,9

5,1

90,4

9,6

2 Лихорадка сама по себе 
это болезнь (патология)?
Is fever itself a disease 
(pathology)?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

33,5

66,5

38,2

61,8

24,7*

75,3

3 В большинстве 
случаев в борьбе 
с лихорадкой нужны 
жаропонижающие?
In most cases, are 
antipyretics needed to 
combat fever?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

75,1

24,4

76,5

23,5

72,6

26,0

4 В большинстве случаев 
в борьбе с лихорадкой 
нужны антибиотики? 
In most cases, are antibiotics 
needed to combat fever?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

13,9

86,1

14,7

85,3

12,3

87,7

5 Какую температуру вы 
считаете опасной (нижний 
порог) и назначаете 
жаропонижающее? 
What temperature do you 
consider dangerous (lower 
threshold) and prescribe 
antipyretics?

37,0-37,5 °C
38,0-38,5 °C
39,0-39,5 °C
40-41,0 °C

0,5
45,9
49,8
3,8

–
39,7
58,8
1,5

1,4
57,6*
32,9**
8,2

6 Температура повышается 
бесконечно, если ее не 
лечить? 
Does temperature rise 
indefinitely if left untreated?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

Затрудняюсь
Unsure

7,2

90,9

1,9

3,7

94,1

2,2

13,7**

84,9

1,4

7 Для снижения 
температуры чаще всего 
использую: 
What do you most often use 
to reduce fever?

Парацетамол / Paracetamol
Ибупрофен / Ibuprofen

Комбинацию / Combination
Нимесулид / Nimesulide

Другие / Other

55,5
68,0
9,1
2,4
2,4

51,5
67,6
8,8
1,5
3,7

63,0
68,5
9,6
4,1
–

8 Если у ребенка жар 
и он в нормальном 
настроении, ему нужен 
жаропонижающий?
If a child has a fever but is in 
a normal mood, do they need 
antipyretics?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

13,4

86,6

11,0

89,0

17,8

82,2

9 Ребенка с жаром надо 
обязательно отпаивать 
водой?
Should a child with fever be 
given water to drink?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

85,6

14,3

88,2

11,8

80,8

19,2
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№
No.

Вопросы
Questions 

Ответы
Answers 

Общее, %
Total, %
(n = 209)

Врачи, %
Doctors, %
(n = 136)

Медсестры, %
Nurses, %

(п = 73)

10 Назначение 
жаропонижающих может 
маскировать более 
серьезные проблемы?
Can antipyretics mask more 
serious problems?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

72,2

27,8

71,3

28,7

74,0

26,0

11 После приема лекарства 
от жара температура 
должна снизиться до 
нормы?
After taking fever medication, 
should the temperature return 
to normal? 

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

21,5

78,5

15,4

84,6

32,9**

67,1

12 Если жар не снижать, 
то могут быть:
If fever is not reduced, what 
complications may occur?

Судороги / Seizures
Потеря сознания / Loss 

of consciousness
Денатурация белков / Protein 

denaturation
Обезвоживание / Dehydration

Нейроинфекция / Neuroin-
fection

Слепота / Blindness
Смерть / Death

Кома, шок / Coma, shock 

84,2
60,3

66,5

55,0
13,9

3,3
6,7
1,9

80,9
58,8

61,8

58,8
14,7

2,2
7,4
1,5

90,4
58,9

75,3*

47,9
12,3

5,5
5,5
2,7

13 При жаре необходимо 
охладить ребенка?
Is it necessary to cool a child 
with fever? 

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

Зависит от стадии
Depends on the stage 

35,9

56,4

7,7

33,8

60,3

5,9

39,7

49,3

11,0

14 При жаре необходимо 
согреть ребенка?
Is it necessary to warm 
a child with fever? 

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

Зависит от стадии
Depends on the stage 

36,4

53,6

10,0

37,5

52,9

9,6

34,2

54,8

11,0

15 Вакцины могут вызывать 
лихорадку более 2 дней?
Can vaccines cause fever for 
more than 2 days?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

62,7

37,3

55,9

44,1

75,3**

24,7

16 Прорезывание зубов 
может сопровождаться 
лихорадкой?
Can teething be 
accompanied by fever?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

77,5

22,5

75,0

25,0

82,2

17,8

17 Можно ли использовать 
клизмы с холодной 
водой?
Can cold water enemas 
be used?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

6,2

93,8

3,7

96,3

11,0

89,0

Таблица 1 (продолжение)
Table 1 (continued)
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№
No.

Вопросы
Questions 

Ответы
Answers 

Общее, %
Total, %
(n = 209)

Врачи, %
Doctors, %
(n = 136)

Медсестры, %
Nurses, %

(п = 73)

18 Какие симптомы требуют 
медицинской помощи при 
лихорадке?
What symptoms require 
medical attention for fever?

Судороги / Seizures
Непрерывная рвота  

и диарея / Continuous vomiting 
and diarrhea

Синюшные губы и ногти / 
Cyanotic lips and nails

Сыпь / Rash
Слабый, безутешный плач / 

Weak, inconsolable crying
Жар не спадает от лекарств / 
Fever not reduced by medication

Возврат жара менее чем 
через 4 ч / Recurrence of fever 

within 4 hours
Упадок сил / Loss of strength
Перестал играть / Stopped 

playing
Не может заснуть / Insomnia
Не ест и не пьет / Decreased 

appetite

89,0
70,8

51,7

67,0
12,9

80,9

31,1

21,5
27,3

6,7
4,3

88,2
76,5

51,5

69,9
14,0

84,6

31,6

22,0
30,9

7,4
3,7

90,4
60,3*

52,1

61,6
11,0

74,0

30,1

20,5
20,5

5,5
5,5

19 После жаропонижающего 
может повыситься 
температура?
Can temperature rise after 
taking antipyretics?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

93,3

6,7

95,6

4,4

89,0

11,0

20 Хотели бы вы повысить 
свои знания о лихорадке?
Would you like to improve 
your knowledge about fever?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

84,7

15,3

87,5

12,5

79,4

20,6

21 Является ли снижение 
температуры вредным 
для организма?
Is reducing temperature 
harmful to the body?

Да, скорее да
Yes, rather yes 

Нет, скорее нет
No, rather no

8,1

91,9

8,8

91,2

6,8

93,2

22 Как вы измеряете 
температуру? 
How do you measure 
temperature?

Термометр электронный 
Electronic thermometer

Термометр инфракрасный 
Infrared thermometer

Прикосновение рукой / Touch
Ртутный термометр / Mercury 

thermometer

76,6

13,9

5,3
5,3

80,9

9,6

5,1
5,1

68,5

21,9

5,5
4,1

23 Где вы измеряете 
температуру? 
Where do you measure 
temperature?

Лоб / Forehead
Подмышечная впадина / 

Armpit
Прямая кишка / Rectum

Уши, рот / Ear, mouth

20,6
74,2

1,4
1,4

19,1
76,5

0,7
–

23,3
69,9

2,7
4,1

Примечание. р – статистическая значимость различий между врачами и медицинскими сестрами. * – р < 0,05; ** – 
p < 0,01.

Note. p is the statistical significance of the differences between doctors and nurses. *, р < 0.05; **, p < 0.01.

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)
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ная отягощенность с аутосомно-доминантным 
типом наследования [4].

Неосведомленность или неуверенность в отве-
тах касается и необходимости назначения анти-
биотиков при лихорадке – 13,9% врачей и сестер 
считает, что нужны антибиотики, и здесь важно 
понимать, что для подтверждения бактериальной 
инфекции нужны дополнительные признаки и 
тесты. 

Мифами о лихорадке, которые усиливают 
температурофобию у населения, являются сле-
дующие утверждения: температура будет повы-
шаться бесконечно, если ее не снижать (досто-
верно чаще у медсестер, чем у врачей – 13,7% и 
3,7% соответственно, р  <  0,01); жаропонижаю-
щее нужно не зависимо от самочувствия ребенка 
(13,4%); после приема антипиретиков темпера-
тура должна обязательно снизиться до нормаль-
ных значений (достоверно чаще медсестры, чем 
врачи  – 32,9% против 15,4% соответственно, 
р  <  0,01); не считают, что назначение жаропо-
нижающих может маскировать более серьезные 
проблемы (27,8%). Систематический обзор, в 
котором была предпринята попытка проанали-
зировать физические методы охлаждения  [10, 
16], показал, что не было исследований, отдель-
но посвященных физическим вмешательствам 
или мерам по охлаждению окружающей среды. 
Несмотря на убедительные доказательства, что 
протирание кожи водой усиливает дискомфорт и 
его следует избегать [16], большинство рекомен-
даций по-прежнему выступают за его исполь-
зование. В нашем исследовании каждый третий 
медицинский работник (35,9%) рекомендует фи-
зические методы охлаждения: раздеть ребенка, 
поить прохладным питьем, обтереть водным или 
водно-спиртовым раствором, а также использо-
вать клизмы с холодной водой (11,0% медсестер, 
3,7% врачей). Следует понимать, что снижение 
температуры в результате внешнего охлаждения 
носит кратковременный характер. Несоответ-
ствие между заданной гипоталамусом темпера-
турой и температурой кожи (слизистой прямой 
кишки) приводит к периферическому сужению 
сосудов и выработке метаболического тепла, что 
вызывает дрожь и усиливает дискомфорт у ре-
бенка. Первоначальное незначительное сниже-
ние температуры тела может не стоить вызывае-
мого дискомфорта, использование этих методов 
говорит о том, что основное внимание уделяется 
борьбе с лихорадкой, а не дискомфорту. Однако 
положительным сдвигом в знаниях о лихорадке 
является рекомендация использовать физиче-
ские методы в зависимости от стадии лихорадки: 
7,7% опрошенных рекомендуют охладить в розо-

вую стадию, 10,0% – согреть в бледную. Мы счи-
таем, что рекомендация о физических методах 
охлаждения уместна и очень важна только при 
гипертермии и не должна быть в клинических 
рекомендациях по лихорадкам, ведь степень и 
длительность лихорадки полностью зависят от 
количества пирогенов в крови и никак не зависят 
от внешней температуры. А вот внешнее согре-
вание, независимо от стадии процесса, является 
важным, так как помогает организму в его тепло-
продукции и экономит энергию. Также считаем, 
что термин «бледная лихорадка» не уместен в 
первую стадию лихорадки  – ведь повышение 
температуры происходит не только за счет повы-
шения теплопродукции (озноб-сократительный 
термогенез), но и снижения теплоотдачи путем 
спазма периферических сосудов, который про-
является похолоданием кистей и стоп, ощуще-
нием зябкости, иногда сильными головными бо-
лями, болями в животе. Вот когда на фоне жара 
обнаруживаются симптомы периферического 
спазма, сопровождаемые появлением выражен-
ной слабости, усилением тахикардии и тахипноэ 
(не соответствующей лихорадке), нитевидным 
периферическим пульсом, увеличением симпто-
ма белого пятна и часто высыпаниями геморра-
гического характера, следует думать о бледной 
лихорадке вследствие септического шока. 

Повышение температуры на каждый 1 °С со-
провождается увеличением расхода энергии и 
потерь воды с потом и дыханием на 10%, повы-
шением потребления кислорода – на 10-12%, 
что сопоставимо с физической нагрузкой и само 
по себе угрозы не несет. И здесь важно диффе-
ренцировать тахипноэ, связанный с жаром от 
одышки при дыхательной недостаточности, а 
отсутствие тахикардии или ее несоответствие 
степени повышения температуры тела может 
быть одним из признаков осложнений. Отрица-
тельные эффекты лихорадки сказываются при 
температуре тела ближе к 41  °C: резко повыша-
ется метаболизм, возникает дополнительная на-
грузка на сердце и легкие, что важно для детей 
с хронической патологией жизненно-важных 
органов  [15]. Обязательное отпаивание водой в 
нашем исследовании рекомендует 85,6% медра-
ботников. Как правило, при пирексии повыша-
ется синтез адренокортикотропного гормона, 
кортизола, гормона роста, особенно секреция 
аргинина-вазопрессина (антидиуретического 
гормона), благодаря которому организм сохра-
няет воду, несмотря на отсутствие жажды и уси-
ленная гидратация может способствовать разви-
тию отечности тканей [1].
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 Половина медицинских работников (53,1%), 
достоверно чаще медсестры, чем врачи (75,3% 
против 55,9% соответственно, р  <  0,01), счита-
ют, что вакцины могут вызывать лихорадку дли-
тельностью более 2 дней и поэтому рекомендуют 
жаропонижающие с профилактической целью. 
Однако, согласно исследованиям, выявлено, 
что профилактическое назначение ухудшает вы-
работку антител на вакцинный штамм и не яв-
ляется обоснованным  [2]. Среди опрошенных 
84,2% считают, что прорезывание зубов может 
сопровождаться лихорадкой. Конечно, есть до-
казательства возникновения признаков и сим-
птомов во время прорезывания молочных зубов, 
чаще в виде раздражения десен, беспокойства и 
слюнотечения. Что касается температуры тела, 
то прорезывание зубов может привести к субфе-
брилитету (36,8-37,8  °С), но это не считается ли-
хорадкой [9].

Большинство врачей и медсестер верно от-
мечают, что при судорогах (89,0%), непрерывной 
рвоте и диарее (70,8%), при наличии синюшно-
сти губ или ногтей (51,7%), сыпи (67,0%), слабом 
безутешном плаче ребенка (27,3%) необходима 
его госпитализация. Но при этом у многих выяв-
ляются ложные убеждения, что госпитализация 
нужна, если лихорадка не снижается с помощью 
лекарств (84,6% врачей, 74,0% медсестер), если 
она возвращается менее чем через 4 часа после 
приема лекарств (31,1%), отмечается упадок сил 
ребенка (21,5%), когда ребенок не играет (30,9% 
врачей, 20,5% медсестер), не может заснуть 
(6,7%), нет аппетита (4,3%). 

Радует то, что большинство (84,7%) медработ-
ников понимают недостаточность знаний в этой 
области и готовы учиться. 

Выводы
Лихорадка действительно может являться 

признаком серьезного заболевания, но вместо 
того, чтобы направить все усилия на раннюю ди-
агностику и выявление заболевания и его ослож-
нений, связанных с возникновением лихорадки, 
медицинский персонал продолжает считать ли-
хорадку причиной патологических состояний и 
борется с ней, способствуя температурофобии 
населения.

Отмечаются некоторые достоверные разли-
чия между убеждениями врачей и медицинских 
сестер, однако тенденции одинаковы  – много 
противоречивых суждений. Причина этого, в том 
числе, в неоднозначной терминологии и обще-
принятых рекомендациях. Есть необходимость в 
образовательных мероприятиях для медицинско-
го персонала для повышения осведомленности о 
лихорадочном процессе. Мы согласны с тем, что 
агрессивное лечение лихорадки профессионала-
ми способствует родительскому страху перед ли-
хорадкой и их желанию достичь нормотермии у 
своих детей. Это создает порочный круг, при ко-
тором тревога родителей влияет на специалистов, 
которые стремятся быстро устранить лихорадку, 
чтобы удовлетворить их и уменьшить трево-
гу  [14]. Выход из этого круга заключается в по-
вышении знаний как медицинских работников, 
так и родителей; в проведении научных исследо-
ваний в этой области, в частности касаемо раз-
личий в иммунных реакциях в группах детей, ис-
пользующих и не использующих методы борьбы 
с жаром, изучение долговременных последствий 
пирексии и борьбы с ней. 
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Рисунок 1. А1, 2 – аутоантитела к гладким мышцам (ASMA), Б – к митохондриям (AMA), Б1 – к париетальным клеткам 
желудка (PCA), В – аутоантитела к микросомам печени и почек 1-го типа (LKM-1)
Figure 1. A1, 2, autoantibodies to smooth muscles (ASMA); B, to mitochondria (AMA); B1, to parietal cells of the stomach (PCA);  
C, autoantibodies to liver and kidney microsomes type 1 (LKM-1)
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