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ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ TLR2 И TLR4 ПРИ  
УСПЕШНОМ И ПАТОЛОГИЧЕСКОМ СТАРЕНИИ
Хасанова Е.М.1, Греченко В.В.1, Громова Т.В.1,  
Сходова С.А.2, Ганковская Л.В.1 
1 ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт имени И.И. Мечникова», Москва, Россия 

Резюме. В настоящее время общепризнанной теорией старения является теория воспалительного 
старения. Ведущая роль в его развитии отводится механизмам врожденного иммунитета. Ключевы-
ми рецепторами врожденного иммунитета являются TLR, распознающие широкий спектр лигандов. 
Активация TLR приводит к продукции провоспалительных медиаторов и обеспечивает реализацию 
эффекторных механизмов врожденной иммунной защиты. Закономерности возрастных изменений 
функционирования системы TLR остаются предметом изучения. Цель работы – исследование экс-
прессии рецепторов TLR2 и TLR4 в клетках периферической крови долгожителей и лиц старческого 
возраста на уровне генов и поверхностных молекул. 

В ходе исследования проанализированы уровни экспрессии генов и молекул TLR2 и TLR4 у моло-
дых доноров (n = 50), лиц старческого возраста (n = 50) и долгожителей (n = 100). Анализ экспрессии 
генов TLR2 и TLR4 проводился методом ПЦР-РВ. Определение поверхностной экспрессии TLR2 и 
TLR4 на поверхности клеток периферической крови осуществлялось с помощью проточной цитоф-
люориметрии. 

В настоящем исследовании впервые проведен анализ возрастной динамики экспрессии генов и 
молекул TLR2 и TLR4. Выявлено, что в группах пациентов старческого возраста и долгожителей экс-
прессия TLR2 увеличена как на уровне гена, так и на поверхности клеток, по сравнению с молодыми 
донорами. При этом экспрессия TLR4, напротив, снижалась с возрастом. Исследуемые группы паци-
ентов были разделены в зависимости от фенотипа старения на две подгруппы: успешное и патологи-
ческое старение. У лиц старческого возраста наблюдается повышение TLR2 при обоих фенотипах, в 
то время как TLR4 оказался снижен при патологическом фенотипе старения. В группе долгожителей 
с патологическим фенотипом старения наблюдается снижение как TLR2, так и TLR4, по сравнению 
с молодыми лицами. У долгожителей с успешным старением на уровне гена и белка наблюдалось по-
вышение экспрессии TLR2 и сравнимая с группой молодых лиц экспрессия TLR4. 

Таким образом, у долгожителей и лиц старческого возраста с патологическим фенотипом старе-
ния изменения в экспрессии TLR2 имеют разнонаправленный характер. Выявленные изменения в 
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экспрессии TLR2 и TLR4, наблюдающиеся в разных возрастных группах, могут рассматриваться как 
маркеры различных фенотипов старения.

Ключевые слова: врожденный иммунитет, старение, рецепторы, экспрессия, TLR, долгожители

ALTERATIONS IN EXPRESSION OF TLR2 AND TLR4 DURING 
SUCCESSFUL AND PATHOLOGICAL AGING
Khasanova E.M.a, Grechenko V.V.a, Gromova T.V.a, Skhodova S.A.b, 
Gankovskaya L.V.a 
a N. Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation  
b I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. The generally accepted theory of aging is the theory of inflammaging. The leading role in its 
development is played by the mechanisms of innate immunity. Key receptors of innate immunity are TLRs. 
The patterns of age-related changes in the functioning of the TLR system remain the subject of study. 
The purpose of the work is to study the expression of TLR2 and TLR4 receptors in peripheral blood cells of 
centenarians and elderly people at the level of genes and surface molecules. 

The study analyzed the expression of genes and molecules TLR2 and TLR4 in young donors (n = 50), elderly 
people (n = 50) and centenarians (n = 100). Analysis of TLR2 and TLR4 gene expression was carried out using 
RT-PCR. Determination of surface expression of TLR2 and TLR4 was carried out using flow cytofluorimetry. 

This study is the first to analyze the age-related dynamics of expression of genes and molecules TLR2 and 
TLR4. It was revealed that in groups of elderly patients and long-livers, TLR2 expression is increased both at 
the gene and on the cell surface, compared to young donors. In contrast, TLR4 expression decreased with age. 
Studied groups of patients were divided depending on the aging phenotype into two subgroups: successful and 
pathological aging. In elderly individuals, TLR2 is increased in both phenotypes, while TLR4 is decreased in the 
pathological aging. In the group of centenarians with a pathological aging, a decrease in both TLR2 and TLR4 
is observed, compared with young. In long-livers with successful aging, an increase in TLR2 expression was 
observed at the gene and protein level and TLR4 expression was comparable to the group of young individuals. 

Identified changes in the expression of TLR2 and TLR4, observed in different age groups, can be considered 
as markers of various aging phenotypes.

Keywords: innate immunity, aging, receptors, expression, TLR, centenarians

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
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Введение
В настоящее время общепризнанной теорией 

старения является теория inflammaging – воспа-
лительного старения. Ведущая роль в развитии 
воспалительного старения отводится механиз-
мам врожденного иммунитета [7]. Ключевыми 
рецепторами врожденного иммунитета являются 
Toll-подобные рецепторы, распознающие широ-
кий спектр экзогенных и эндогенных сигналов 
опасности. Активация TLR приводит к продук-
ции провоспалительных и противовоспалитель-
ных медиаторов и обеспечивает реализацию эф-

фекторных механизмов врожденной иммунной 
защиты [8]. С возрастом наблюдаются изменения 
в экспрессии Toll-рецепторов, а также в ассоции-
рованных с ними сигнальных путях, следствием 
чего может быть изменение функции врожден-
ных и адаптивных реакций иммунитета, при-
водящих к развитию возраст-ассоциированных 
воспалительных заболеваний и увеличению чис-
ла и тяжести инфекционных осложнений в стар-
ческом возрасте [9, 11, 12]. 

Закономерности возрастных изменений 
функционирования системы TLR остаются пред-
метом изучения. Целью данной работы явилось 
исследование экспрессии рецепторов TLR2 и 
TLR4 в клетках периферической крови у долго-
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жителей и лиц старческого возраста при различ-
ных фенотипах старения. 

Материалы и методы
Исследование проводилось в соответствии с 

Хельсинкской декларацией Всемирной меди-
цинской ассоциации «Этические принципы про-
ведения научных медицинских исследований с 
участием человека» и было одобрено локальным 
этическим комитетом при ФГАОУ ВО РНИМУ 
им. Н.И. Пирогова Минздрава России (заседание 
№ 24 от 20.11.2023). Все пациенты, включенные 
в исследование, давали информированное со-
гласие на участие, а также согласие на обработку 
персональных данных.

В исследование включались лица следующих 
возрастных групп:

1) группа долгожителей, n = 100 (средний 
возраст – 94 (90-97); 

2) группа лиц старческого возраста, n = 49;
3) группа молодых доноров, составивших 

группу сравнения, n = 50.
Участники исследования проходили плановое 

стационарное лечение в ГБУЗ ГВВ № 2 ДЗ и ГБУ 
Геронтологический центр г. Москвы. У пациентов 
групп 1 и 2 проводились определение индекса ко-
морбидности Чарльсон, оценка краткой батареи 
тестов физического функционирования (SPPB) 
и краткой шкалы оценки психического статуса 
(MMSE) [4, 6, 10]. На основании выбранных кри-
териев группы 1 и 2 были разделены на 2 подгруп-
пы в зависимости от фенотипа старения – пато-
логическое старение и успешное старение.

1) Критерии включения в подгруппу патоло-
гического старения: индекс Чарльсон ≥ 3, индекс 
SPPB ≤ 7 баллов, MMSE ≤ 27.

2) Критерии включения в подгруппу успешно-
го старения: индекс Чарльсон 1-2, индекс – SPPB 
> 7 баллов, MMSE > 27.

Определение экспрессии генов TLR2 и TLR4. 
Из клеток крови выделяли нуклеиновые кисло-
ты («АмплиПрайм РНКСорб», Россия) и прово-
дили реакцию обратной транскрипции («ОТ-1» 
ООО «НПФ Синтол», Россия) в соответствии с 
протоколом производителя. Анализ экспрессии 
генов TLR2 и TLR4 проводился методом ПЦР-РВ 
в присутствии SYBR Green (ООО «НПО ДНК-
Технология», Россия). Праймеры и реактивы для 
ПЦР реакции были синтезированы фирмой ООО 
«НПФ Синтол» (Россия). Экспрессию целевых 
генов нормализовали на ген домашнего хозяй-
ства – β-актин, оценивали по методу ΔΔСt [2]. 

Определение экспрессии TLR2 и TLR4 на по-
верхности клеток периферической крови осу-
ществлялось с помощью проточной цитофлю-
ориметрии по описанной ранее методике [3]. 

Клетки окрашивались моноклональными анти-
телами (МАТ) против TLR2 (Alexa Fluor 488, 
e-Biosciences, США) и TLR4 (PE, AntibodySystem, 
Франция), а также МАТ против CD45 (PC5.5, 
Beckman Coulter, США) и CD14 (APC, Beckman 
Coulter, США) и оценивались на проточном ци-
тометре (Navios Beckman Coulter, США). Ис-
следуемые популяции клеток гейтировались по 
показателям светорассеяния, а также маркерам 
CD45 и CD14. Средняя интенсивность флюорес-
ценции клеток (MFI) определялась как отноше-
ние средней интенсивности флюоресценции об-
разца к средней интенсивности флюоресценции 
соответствующего изотипического контроля.

Статистическая обработка данных проведена 
с использованием программы GraphPad Prism 
9.0.0. Данные были проверены на нормальность 
распределения, определены их дисперсии. Срав-
нение исследуемых групп проводили с использо-
ванием критерия Краскела–Уоллиса и апостери-
орным критерием Данна.

Результаты и обсуждение
На первом этапе исследования были проана-

лизированы уровни экспрессии генов и молекул 
TLR2 и TLR4 в клетках периферической крови 
молодых доноров, лиц старческого возраста и 
долгожителей (рис. 1).

Показатели экспрессии гена TLR2 увеличи-
вались как в группах старческого возраста, так и 
долгожителей, по сравнению с группой молодых 
доноров (p < 0,01). На моноцитах перифериче-
ской крови поверхностная экспрессия молекулы 
TLR2 также была достоверно повышена (р < 0,05) 
относительно группы сравнения (рис. 1А). При 
этом анализ TLR4, напротив, выявил статистиче-
ски значимое снижение показателей экспрессии 
гена и молекул (р < 0,05) как в группе старческого 
возраста, так и в группе долгожителей (рис. 1Б). 

Дальнейший анализ уровней экспрессии 
TLR2 и TLR4 в зависимости от фенотипа старе-
ния позволил выявить различия между успеш-
ным и патологическим типами старения.

На рисунке 2 представлены уровни экспрес-
сии гена и молекулы TLR2 в исследуемых группах 
в зависимости от фенотипа старения. У долго-
жителей с успешным фенотипом старения отме-
чаются наиболее высокие значения экспрессии 
TLR2 как на уровне гена, так и поверхностной 
экспрессии на CD14+ моноцитах (рис. 2А). В то 
время как в группе долгожителей с патологиче-
ским старением, напротив, наблюдалось сниже-
ние показателей экспрессии TLR2, до значений, 
сопоставимых с уровнем молодых лиц (рис. 2Б). 
При этом у пациентов старческого возраста при 
патологическом фенотипе старения наблюдалось 
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Рисунок 1. А – экспрессия гена и белка TLR2. Б – экспрессия гена и белка TLR4 в лейкоцитах пациентов 
исследуемых групп
Примечание. На рисунках 1, 2, 3 представлены значения поверхностной экспрессии TLR2 и TLR4 в CD45+CD14+ клетках; данные 
представлены в виде Me (Q0,25-Q0,75); * – р < 0,05; ** – p < 0,01.
Figure 1. A, expression of the gene and protein TLR2. B, expression of the gene and protein TLR4 in leukocytes of patients 
in the study groups.
Note. Figures 1, 2, 3 show the surface expression values of TLR2 and TLR4 in CD45+CD14+ cells; data are presented as Me (Q0.25-Q0.75);  
*, p < 0.05; **, p < 0.01.

Рисунок 2. А – экспрессия гена и белка TLR2 при успешном старении. Б – экспрессия гена и белка TLR2 при 
патологическом старении в лейкоцитах пациентов исследуемых групп
Примечание. Данные представлены в виде Me (Q0,25-Q0,75); * – статистически значимые отличия от группы молодых доноров;  
# – статистически значимые отличия группы долгожителей от лиц старческого возраста. * – р < 0,05; ** – p < 0,01; # – р < 0,05. 
Figure 2. A, expression of the gene and protein TLR2 during successful aging. B, expression of the gene and protein TLR2 during 
pathological aging in leukocytes of patients in the study groups
Note. Data are presented as Me (Q0.25-Q0.75); *, statistically significant differences from the group of young donors; #, statistically significant 
differences between the group of centenarians and the elderly. *, p < 0.05; **, p < 0.01; #, p < 0.05.

А (А) Б (B)

А (А) Б (B)
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увеличение экспрессии гена и поверхностной 
экспрессии TLR2 как в сравнении с молодыми 
донорами, так и в сравнении с аналогичной груп-
пой долгожителей (рис. 2Б). Успешный фенотип 
в старческом возрасте характеризовался более 
низкими показателями экспрессии TLR2, чем у 
долгожителей (рис. 2А). 

Оценка экспрессии гена и белка TLR4 не вы-
явила значимых различий в группе успешного 
фенотипа старения ни между лицами старче-
ского возраста и долгожителями, ни между мо-
лодыми донорами (рис.  1А). При патологиче-
ском типе старения экспрессия гена TLR4 была 
снижена как у лиц старческого возраста, так и у 
долгожителей, в сравнении с молодыми донора-
ми (рис.  3А). При этом в группе долгожителей с 
патологическим старением этот показатель был 
в 3 раза ниже, в сравнении с долгожителями с 
успешным типом (р < 0,01). При анализе уровней 
поверхностной экспрессии TLR4 на моноцитах 
наблюдалась тенденция по снижению в группах 
старческого возраста и долгожителей с обоими 
фенотипами старения (р < 0,1) (рис.  3А, Б).

Изучение возрастных изменений в системе 
распознавания врожденного иммунитета пред-
ставляет собой крайне актуальную задачу, по-
скольку имеющиеся литературные данные о воз-
растных изменениях экспрессии TLR на клетках 

периферической крови крайне ограничены и не-
однозначны [5, 13]. 

В настоящем исследовании впервые проведен 
анализ экспрессии генов и молекул TLR2 и TLR4 
у лиц разных возрастных групп с учетом фено-
типов старения: патологического и успешного. 
Данные поверхностной экспрессии были соот-
несены с показателями экспрессии генов этих 
рецепторов, выявленные закономерности под-
тверждаются и имеют одинаковый характер из-
менений.

Нами показано, что в группах пациентов стар-
ческого возраста и долгожителей экспрессия 
TLR2 увеличена как на уровне гена, так и на по-
верхности клеток, по сравнению с молодыми до-
норами. При этом экспрессия TLR4, напротив, 
снижалась с возрастом. 

Старческий возраст является критическим 
этапом, формирующим дальнейшее протекание 
процессов старения и окончательный переход 
к здоровому или патологическому долголетию, 
поскольку в этот период наиболее часто проис-
ходит проявление возраст-ассоциированных за-
болеваний. Полученные данные показывают, что 
при патологическом старении у лиц старческого 
возраста наблюдается самый высокий уровень 
экспрессии TLR2 среди обследованных групп, 
в то время как экспрессия TLR4 снижена. В ис-
следовании на животных получены сходные ре-

Рисунок 3. А – экспрессия гена и белка TLR4 при успешном старении. Б – экспрессия гена и белка TLR4 при 
патологическом старении в лейкоцитах пациентов исследуемых групп
Примечание. Данные представлены в виде Me (Q0,25-Q0,75); * –р < 0,05; ** – p < 0,01.
Figure 3. A, expression of the TLR4 gene and protein during successful aging. B, expression of the TLR4 gene and protein during 
pathological aging in leukocytes of patients in the study groups
Note. Data are presented as Me (Q0.25-Q0.75); *, p < 0.05; **, p < 0.01.

А (А) Б (B)
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зультаты, экспрессия TLR4 на моноцитах старых 
мышей снижена по сравнению с молодыми жи-
вотными, в то время как экспрессия TLR2 повы-
шена [14]. Рецептор TLR2 образует гетеродимеры 
с TLR1, TLR4, TLR6 и TLR10, что обусловливает 
широкий спектр связываемых им эндогенных и 
экзогенных лигандов, концентрация которых 
возрастает в организме с возрастом. Таким об-
разом, значительное повышение экспрессии 
TLR2 на системном уровне в старческом возрас-
те может выступать в качестве неблагоприятного 
прогностического признака развития патологи-
ческого фенотипа старения. Успешное старение 
в этой возрастной группе в меньшей степени со-
провождается повышением экспрессии TLR2, 
а экспрессия TLR4 остается на уровне молодых 
лиц.

У лиц старческого возраста и долгожителей с 
патологическим фенотипом старения изменения 
в экспрессии TLR2 имеют разнонаправленный 
характер. Долгожители представляют особую 
группу лиц, успешно перешедших 90-летний ру-

беж, несмотря на наличие ряда сопутствующих 
патологий. Согласно социодемографическим 
данным, в категорию долгожителей попадает 
менее 1% населения России [1]. В группе долго-
жителей с патологическим фенотипом старения 
наблюдалось снижение как TLR2, так и TLR4, по 
сравнению с молодыми лицами, что может сви-
детельствовать о дефекте системы распознава-
ния врожденного иммунитета. У долгожителей с 
успешным старением выявлено повышение экс-
прессии TLR2 и сопоставимая с группой моло-
дых лиц экспрессия TLR4. Это говорит о сохран-
ности либо о повышении функции системы TLR 
в данной возрастной группе, что может быть зна-
чимым маркером успешного долголетия.

Заключение
Таким образом, выявляемые изменения в экс-

прессии TLR2 и TLR4, наблюдающиеся в разных 
возрастных группах, могут рассматриваться как 
маркеры различных фенотипов старения.
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