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Голый землекоп (Heterocephalus glaber) –  эусоциальный грызун известный благодаря своей 
необычно высокой продолжительности жизни. Биохимические признаки старения и болезни, 
ассоциированные с возрастом (рак, нейродегенеративные заболевания) у голых землекопов про-
являются в меньшей степени, чем у других лабораторных грызунов. Иммунная система участвует 
в старении организма и регуляции канцерогенеза, однако ее строение и физиологические осо-
бенности иммунной системы у голого землекопа пока мало изучены. Нами выявлены следующие 
структурные отличия по сравнению с мышью: меньшее абсолютное количество иммунных клеток 
костного мозга и селезенки, малый размер лимфоидных фолликулов селезенки и лимфатических 
узлов, более высокая представленность миелоидных клеток на периферии. Эти результаты могут 
послужить основой для будущих исследований иммунитета голого землекопа, и его вклада в его 
долголетие.

Ключевые слова: голый землекоп, морфология иммунной системы, миелоидные клетки, мо-
дели старения

DOI: 10.31857/S102872210005015-1
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ВВЕДЕНИЕ

Голый землекоп (Heterocephalus glaber, Rup-
pel,1842) –  вид подземных грызунов семейства 
Bathyergidae, распространенный в Восточной 
Африке (Кения, Сомали, Эфиопия, Джибути). 
Для голых землекопов характерна эусоциаль-
ность [1], то есть жизнь в колонии, где суще-
ствует разделение на размножающихся и не-
размножающихся (рабочих) особей. Среди мле-
копитающих описано только два вида, обла-
дающих подобным устройством общества: соб-
ственно, голый землекоп, и родственный ему 
вид –  дамарский пескорой (Fukomys damarensis). 
В колониях присутствует одна фертильная самка 
(королева) и несколько фертильных самцов, ко-
торые на протяжении долгого времени поддер-
живают размер группы (60–300 особей в дикой 
природе). Описанная специфичность структуры 
популяции сказывается на генетическом раз-
нообразии внутри колонии –  изолированные по-
пуляции землекопов являются высоко инбред-
ными [2]. Переход к подземному образу жизни 
способствовал уменьшению давления отбора, 
увеличению продолжительности жизни и сни-
жению темпа эволюции. Вместе с этим, суровые 
условия дефицита кислорода, пищи и воды, вы-
сокие энергетические затраты на строительство 
тоннелей в твердом грунте, наряду с формирую-
щейся эусоциальностью, привели к тому, что эф-
фективный размер популяций стал небольшим, 
и, как следствие, в геноме закрепилось большее 
число несинонимичных замен по сравнению 
с родственными видами наземных грызунов [3]. 
Другими словами, благодаря эволюции в экстре-
мальных условиях, голые землекопы приобрели 
множество удивительных признаков.

При секвенировании генома голого земле-
копа были открыты мутации, ассоциированные 
с необычными чертами физиологии данного 
вида. Например, нехарактерную для млекопи-
тающих пойкилотермию связывают с мутация-
ми в гене термогенина (UCP1), отвечающего 
за несократительный термогенез (non-shivering 
thermogenesis, NST). Замены в нуклеотидной 
последовательности гена UCP1 могут приво-
дить к снижению способности термогенина 
переносить протоны, а также к худшему связы-
ванию регулирующих белок молекул –  пурино-
вых оснований и жирных кислот [4]. Различные 
компоненты клеточного метаболизма голых 
землекопов обогащены специфическими моле-
кулярными вариациями белков: системы репа-
рации ДНК [5] и стабилизации трансляции [6], 

ареста клеточного цикла [7, 8], и клеточного ды-
хания [9]. Интересно, что гены, ассоциирован-
ные с иммунной функцией, также несут следы 
положительного эволюционного отбора [3].

Таким образом, широкая представленность 
специфических адаптаций молекулярных про-
цессов голого землекопа дает основания по-
лагать, что иммунная система этих животных 
может также обладать уникальными для мле-
копитающих свойствами. Поскольку исследо-
вания, посвященные проблеме функциониро-
вания иммунной системы голых землекопов, 
находятся на сегодняшний день в зачаточном 
состоянии, целью работы являлась первичная 
характеристика морфологии и клеточного со-
става лимфатической ткани голого землекопа 
и выявление потенциальных отличий от хоро-
шо изученных лабораторных грызунов. Такие 
уникальные отличия могли бы выступить объ-
ектами для дальнейшего углубленного исследо-
вания адаптаций иммунной системы этих уди-
вительных животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные

В работе были использованы образцы от по-
ловозрелых рабочих особей голого землекопа 
возраста от 6 месяцев до 3-х лет, полученных 
из колоний Института зоологии и дикой при-
роды Лейбница (Берлин, Германия), а также 
колонии института ФХБ им. А. Н. Белозерского 
МГУ. В качестве контроля была использована 
группа половозрелых мышей возраста 6–8 не-
дель дикого типа линии C57B/6, полученных из 
питомника лабораторных животных «Пущино». 
Для оценки морфологии и клеточного состава 
использовали костный мозг, селезенки и пейе-
ровы бляшки (ПБ) голого землекопа и мыши.

Гистология

Для получения гистологических срезов се-
лезенки и пейеровых бляшек голого землеко-
па и мышей, ткани фиксировали нейтральным 
забуференным 10% формалином («BioVitrum», 
Россия), затем производили обезвоживание 
в изопропиловом спирте и заключали в пара-
фин Paraplast («Leica», Германия). Срезы ор-
ганов толщиной 5 мкм были подготовлены на 
микротоме Slee Cut 4055 («Slee Mainz», Герма-
ния) и окрашены гематоксилином и эозином 
(BioVitrum, Россия). Микрофотографии срезов 
были получены при помощи микроскопа Leica 



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №1

Иммунная система голого землекопа 7

DM4000 B LED («Leica», Германия). На изобра-
жениях при малом увеличении (25x) оценивали 
отношение площади фолликулов белой пульпы 
селезенки к площади селезенки в поле зрения 
при помощи программы ImageJ.

Выделение иммунных клеток и проточная 
цитофлуориметрия

Для выделения клеток, селезенки и пейеро-
вы бляшки перетирали через ситечко с размером 
ячеек 70 мкм («Corning», США) в буфере PBS, 
содержащем 2% FBS («HyClone», США). Клет-
ки костного мозга вымывали из костей бедра 
при помощи тонкой иглы (25G). Костный мозг 
и спленоциты осаждали и затем ресуспендиро-
вали в буфере ACK (1х) при температуре 37°С на 
2 минуты для лизиса эритроцитов. Клетки под-
считывали при помощи автоматического счетчи-
ка Countess («Thermo Fisher», США). Суспензию 
клеток окрашивали антителами, позволяющими 
отделить мертвые клетки Fixable Viability Dye –  
eFluor 506 («eBioscience», США), а также анти-

телами к маркерам миелоидных клеток CD11b –  
Pe-Cy7 (клон M1/70 («eBioscience», США)) 
и СD14 –  APC (клон TM1 (house-made, DRFZ) 
для клеток голого землекопа и клон Sa14-2 
(«BioLegend», США) для мыши), для которых 
было показано кросс-специфическое распозна-
вание поверхностных антигенов голого земле-
копа. Анализ данных проточной цитометрии 
проводили в приложении FlowJo («TreeStar», 
США). Статический анализ результатов прово-
дили в программе GraphPad Prism 6.0 при помо-
щи t-критерия Стьюдента. Статистически зна-
чимыми считали различия между группами при 
уровне значимости р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Первичные лимфоидные органы голого землекопа

В ходе длительных наблюдений при вскры-
тии животных в колонии института зоологии 
и дикой природы Лейбница был установлен 
факт, что даже у молодых особей голого земле-

Рис. 1. Тимус и костный мозг голого землекопа содержат меньшее количество клеток по сравнению с мышью.
А –  общий вид тимуса молодых голого землекопа и мыши; Б –  количество клеток костного мозга при расчете на 
одну бедренную кость; В –  доля смешанной популяции лимфоцитоподобных клеток костного мозга, отрицатель-
ных по маркерам Viability Dye, CD11b и CD14; Г –  процент CD11b-положительных миелоидных клеток костного 
мозга. (**) p<0,01; (***) p<0,001.
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копа тимус имеет небольшой размер по сравне-
нию с тимусом мыши (рис. 1А).

Другой первичный лимфоидный орган, кост-
ный мозг, также отличался в количественном 
отношении от костного мозга мыши. Так, из 
двух бедренных (femur), двух больших берцовых 
(tibia) и двух плечевых костей (humerus) голого 
землекопа в совокупности удавалось получить 
только 15,3 ± 4,7 млн. клеток (n=7), в то вре-
мя как стандартное количество клеток, кото-
рое удается извлечь из одной бедренной кости 
мыши составляет около 15–20 млн. Если пред-
положить, что соотношение ткани костного 
мозга в полостях крупных костей конечностей 
голого землекопа соответствует значениям, на-
блюдаемым у мышей, то в пересчете на одну бе-
дренную кость у голого землекопа наблюдается 
значительно меньшее количество клеток кост-
ного мозга (рис. 1Б). Цитометрический анализ 
популяций иммунных клеток ограничен набо-
ром антител, для которых ранее было установле-

но кросс-специфическое распознавание анти-
генов голого землекопа: CD11b и CD14. Так как 
данные маркеры позволяют выявить популяцию 
миелоидных клеток (в основном, макрофагов, 
нейтрофилов, моноцитов), смешанную попу-
ляцию предшественников и малых лимфоцитов 
(Т и В-клеток) определяли, как отрицательную 
по этим маркерам, а её границы уточняли по 
малому размеру и гранулярности в координатах 
прямого/бокового светорассеяния (FSC/SSC).

У голого землекопа определялось понижен-
ное, по сравнению с мышью, содержание от-
рицательных по миелоидным маркерам клеток 
(рис. 1В). Однако частота миелоидных CD11b-
положительных клеток в костном мозге голо-
го землекопа не показала значимого различия 
между видами (рис. 1Г).

Вторичные лимфоидные органы голого землекопа

Одним из наиболее крупных иммунных ор-
ганов голого землекопа является селезенка. По-

Е. А. Горшкова и др.

Рис. 2. Селезенка голого землекопа содержит меньшее абсолютное количество клеток относительно мыши за счет 
снижения доли лимфоцитоподобных клеток.
А –  внешний вид органа; Б –  абсолютное количество живых спленоцитов после лизиса эритроцитов; В –  доля ма-
лых лимфоцитов селезенки, отрицательных по маркерам Viability Dye, CD11b и CD14; Г –  доля живых CD11b-
положительных клеток селезенки; (**) p<0,01; (****) p<0,0001.
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мимо визуально отличной от мыши морфоло-
гии, меньшей длины и толщины лентовидной 
селезенки голого землекопа (рис. 2А), мы также 
отметили меньшее абсолютное количество им-
мунных клеток селезенки после лизиса эритро-
цитов (рис. 2Б). Более точно, доля миелоидных 
CD11b-положительных клеток в селезенке го-
лого землекопа выше, чем у мышей (рис. 2Г), 
а отрицательная по миелоидным маркерам, сме-
шанная популяция лимфоцитоподобных клеток, 
напротив, представлена меньшим процентом 
(рис. 2В). Это наблюдение согласуется с данны-
ми гистологии: на срезах селезенки заметно, что 
у голого землекопа снижен относительный объем 
белой пульпы (рис. 3А). Строение белой пульпы 
также различается: у мыши В-клеточные фолли-
кулы сливаются с параартериальными муфтами, 
а у голого землекопа –  расположены разрознен-
но посреди красной пульпы (рис. 3Б, 3В).

Лимфатические узлы у голого землекопа, как 
правило, малы, что усложняет их поиск и вы-

деление для последующего цитофлуориметри-
ческого анализа. Напротив, лимфоидная ткань 
кишечника ярко выражена, причем размер 
и количество пейеровых бляшек у голого зем-
лекопа соответствуют таковым у лабораторных 
мышей. Поскольку длина тонкого кишечника 
у голого землекопа в несколько раз меньше, чем 
у мыши, плотность расположения пейеровых 
бляшек значительно выше (рис. 3Г). Интересно, 
что на поверхности слепой кишки, как у мыши, 
так и у землекопа находятся 1–2 крупные пейе-
ровы бляшки. Гистологический анализ срезов, 
окрашенных гематоксилином и эозином, не 
выявил отличий в структуре пейеровых бляшек 
грызунов (рис. 3Д, 3Е).

ОБСУЖДЕНИЕ

К настоящему моменту исследователи не 
пришли к единому мнению даже относитель-
но базовых характеристик иммунной системы 

Рис. 3. Структура вторичной лимфоидной ткани голого землекопа –  селезенки и пейеровых бляшек.
А –  относительная площадь фолликулов белой пульпы, Б –  структура белой пульпы селезенки голого землеко-
па; В –  структура белой пульпы селезенки мыши; Г –  относительное количество пейеровых бляшек на сантиметр 
тонкого кишечника у голого землекопа и мыши; Д –  общий вид пейеровой бляшки голого землекопа; Е –  общий 
вид пейеровой бляшки мыши, Масштабная шкала –  300 мкм, окрашивание гематоксилин-эозин. (*) p<0,05; (****) 
p<0,0001.
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голого землекопа, вероятно, из-за отсутствия 
методов экспериментальной индукции патоло-
гии у животных данного вида [10], а также огра-
ниченного числа иммунологических реагентов, 
распознающих ткани голого землекопа. Гисто-
патологические данные, собранные на протя-
жении 15 лет в одной из крупнейших лаборатор-
ных колоний [11] указывают на то, что наиболее 
распространенной причиной спонтанной гибе-
ли являются травмы, нанесенные животными 
друг другу в результате борьбы за социальный 
статус в колонии, и их гнойно-септические 
осложнения, второе место занимают различные 
патологии почки [12].

В литературе сообщалось о двух случаях край-
ней чувствительности голого землекопа к вирус-
ным инфекциям. В первом случае эксперимен-
тальное заражение рекомбинантным вирусом 
простого герпеса первого типа (HSV1), непато-
генного для мыши, вызывало 100% гибель голых 
землекопов. Авторы отмечают, что динамика 
развития заболевания и гистопатологическая 
картина при летальной инфекции HSV1, наблю-
даемая у голых землекопов, сходна с таковыми 
у людей с иммунодефицитом или находящихся 
на иммуносупрессивной терапии [13]. В другой 
работе описано случайное заражение колоний 
ротавирусом, приведшее к гибели более 60% 
рабочих особей, что в условиях дикой природы 
можно было бы приравнять к полному её исчез-
новению [14], при этом наиболее чувствитель-
ными к инфекции оказались животные с высо-
ким коэффициентом инбредности [15]. Стоит 
отдельно отметить, что в результате эпизоотии 
погибли в основном рабочие особи, поддержа-
ние подчиненного социального статуса которых, 
по некоторым данным, регулируется глюкокор-
тикоидами [16], и самцы с повышенным уровнем 
тестостерона, участвующие в размножении [17]. 
Известно, что как глюкокортикоидные гормоны, 
так и тестостерон обладают иммуносупрессив-
ными свойствами [18]. Можно предположить, 
что редуцированность адаптивной ветви имму-
нитета, а также чувствительность к вирусным ин-
фекциям, могут быть объяснены специфической 
гормональной композицией, поддерживающей 
социальную структуру колоний стабильной в те-
чение длительного времени.

Похожие на наблюдаемые нами различия 
между голым землекопом и лабораторной мы-
шью в размере селезенок и в количестве спле-
ноцитов описаны также при сравнении лабо-
раторных и диких мышей [19]. При меньшем 

абсолютном количестве, доля Т-, В- и миелоид-
ных клеток в селезенке диких мышей выше, и со-
держит пропорционально большее количество 
активированных популяций. Из этого можно 
сделать вывод, что полноценный, эффективно 
противостоящий широкому спектру патогенов 
иммунитет, как в случае диких мышей, обеспе-
чивается за счет меньшего абсолютного количе-
ства клеток и их высокой активации. Сходные 
с нашими наблюдения касательно морфологии 
селезенки голого землекопа были сделаны в ра-
боте Cheng et al [20]. Кроме того, макрофаги кост-
ного мозга в первичной культуре также показали 
более высокую способность к фагоцитозу и про-
дукции TNF в ответ на стимуляцию липополи-
сахаридом, чем у мыши. Возможно, высокая 
активность макрофагов и их пропорционально 
большее количество в селезенке голого земле-
копа позволяет эффективно улавливать антиге-
ны из крови, и, таким образом компенсировать 
относительно низкую представленность компо-
нентов адаптивного иммунитета.

Интересно, что на фоне снижения доли лим-
фоидных клеток в костном мозге голого землеко-
па, пейеровы бляшки этих грызунов выражены 
очень ярко. Можно предположить, что пейеро-
вы бляшки играют исключительную роль в онто-
генезе иммунной системы вида. Так, например, 
у некоторых животных (коровы, овцы) лимфоид-
ная ткань кишечника выступает в качестве пер-
вичного органа развития В-клеток [21]. С другой 
стороны, выраженность лимфоидной ткани ки-
шечника у голого землекопа может свидетель-
ствовать о её важности в контроле микрофлоры. 
Наиболее крупным отделом кишечника голого 
землекопа является слепая кишка (cecum), за-
нимающая около 8% массы тела и обеспечи-
вающая до 60% энергетических потребностей 
животного, за счет микробного производства 
жирных кислот [22]. Показано, что помимо не-
патогенной флоры, в основном представленной 
группой Bacteroides, в композиции микрофлоры 
слепой кишки присутствует также патогенная 
бактерия Treponema, участвующая в фермента-
ции пищи [23]. Таким образом, развитая лим-
фоидная ткань кишечника голого землекопа 
могла возникнуть как адаптация, позволяющая 
осуществлять регуляцию обильной микрофло-
ры, выполняющей важнейшую метаболическую 
функцию в организме голого землекопа.

Таким образом, в морфологии иммунных 
органов между голым землекопом и мышью на-
блюдаются явные отличия: так, селезенка, яв-

Е. А. Горшкова и др.
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ляясь одним из наиболее крупных иммунных 
органов у голого землекопа, содержит на поря-
док меньшее количество клеток по сравнению 
с мышью. Вместе с этим, тимус и лимфатиче-
ские узлы голого землекопа значительно реду-
цированы в размере, что может свидетельство-
вать о преобладании врожденного иммунитета 
над адаптивным у этих животных. Решающую 
роль в дальнейшем изучении иммунной систе-
мы голого землекопа будет играть получение 
или идентификация новых специфических ан-
тител, которые позволят точнее определять раз-
личные популяции иммунных клеток.
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The naked mole-rat (Heterocephalus glaber) is an eusocial rodent living underground, known for its 
unusually high life expectancy. Biochemical markers of age associated diseases (cancer, neurodegen-
erative diseases) in naked mole-rat are less pronounced than in other laboratory rodents. The immune 
system is involved in the aging and carcinogenesis regulation, however, the immune system in the naked 
mole-rats is yet not investigated well. We found that the immune system of naked mole-rats has struc-
tural diff erences compared to a mouse immune system: a smaller number of the bone marrow cells and 
splenocytes, the small size of the lymphoid follicles of the spleen and lymph nodes, a higher proportion 
of myeloid cells in the periphery. Taken together, these data provide a basis for studying the fundamental 
immunity patterns of the naked mole rat, and their contribution to the extraordinary longevity.
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ВВЕДЕНИЕ

Хорошо известно, что иммунная система яв-
ляется одной из наиболее радиочувствительных 
в организме человека. До настоящего времени 
считалось, что причиной данного эффекта явля-

ется апоптотическая гибель лимфоцитов, насту-
пающая в результате действия ионизирующего 
излучения. Однако последние данные свиде-
тельствуют о том, что реакции клеток и тканей 
на облучение связаны не только с цитоцидным 
действием радиации, что характерно для остро-
го облучения в высоких дозах, но также обу-
словлены разнообразными функциональными 
ответами клеток и тканей на радиационное воз-
действие. Последнее характерно для малых доз 
ионизирующей радиации и хронического об-
лучения с низкой мощностью дозы [1].

В ряде исследований показано, что у лиц, 
подвергшихся хроническому радиационному 
воздействию, даже в отдалённые сроки после об-
лучения регистрируется повышенный уровень 
мутаций в генах Т-клеточного рецептора (T-cell 
receptor, TCR) [2–4]. Аналогичные результаты 
отмечались в отдалённые сроки и у жителей при-
брежных сёл реки Течи, которые подверглись 
хроническому многолетнему облучению пре-

TCR-МУТАЦИИ В ЛИМФОЦИТАХ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ И ИММУННЫЙ СТАТУС У ЛИЦ, ПОДВЕРГШИХСЯ 

ХРОНИЧЕСКОМУ РАДИАЦИОННОМУ ВОЗДЕЙСТВИЮ, 
В ОТДАЛЁННЫЕ СРОКИ
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В отдалённые сроки после хронического радиационного воздействия с преимущественным 
облучением красного костного мозга (средняя доза облучения –  0,89±0,09 Гр, диапазон индиви-
дуальных значений: 0,09–1,96 Гр) у лиц с повышенным уровнем TCR-мутантных Т-лимфоцитов 
отмечено дозозависимое повышение содержания в периферической крови СD3+СD16+CD56+-
лимфоцитов, увеличение лизосомальной активности нейтрофилов, уровней сывороточного 
IL-1α, интенсивности некроза лимфоцитов и снижение содержания IL-2 и CSF-GM в сыворотке 
крови. Проведённый анализ показал, что отмеченные изменения следует рассматривать как ответ 
на повышение частоты мутаций (в т. ч. TCR-мутаций) в облучённых клетках.
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имущественно с низкой мощностью дозы [5, 6]. 
Можно предположить, что радиационно-ин-
ду ци рованные мутации в TCR-генах могут на-
рушать функцию дефектных T-лим фоци тов. 
Поскольку комплекс TCR/CD3 вовлечён на 
начальном этапе в ряд иммунных ответов, за-
висимых от Т-лим фо цитов, то потеря или аль-
терация экспрессии TCR-генов в выживших 
клетках может способствовать радиационно-
индуцированному нарушению Т-клеточного 
ответа и иммунного статуса облучённого чело-
века в целом [7]. Однако до настоящего времени 
не получено доказательств, что радиационно-
индуцированные TCR-му та ции могут вызывать 
вторичные иммунодефицитные состояния, в т. ч. 
в периоде отдалённых последствий облучения.

Целью настоящей работы было исследова-
ние особенностей системного иммунитета в от-
далённые сроки у лиц, подвергшихся хрониче-
скому радиационному воздействию в широком 
диапазоне доз облучения красного костного 
мозга (ККМ), имеющих повышенный уровень 
TCR-мутаций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование было включено 66 жителей 
прибрежных сёл реки Течи, которая была за-
грязнена жидкими радиоактивными отходами 
Производственного объединения «Маяк». Об-
лучение людей носило сочетанный характер 
и было обусловлено внешним γ-излучением 
(преимущественно за счёт 137Cs, 95Zr, 95Nb, 106Ru, 
загрязнивших речную воду, пойменные земли 
и территории населённых пунктов) и внутрен-
ним вследствие поступления радионуклидов 
в организм людей с речной водой и продуктами 
питания местного производства (молоко, овощи, 
картофель и другие). Значительный вклад в фор-
мирование дозы внёс остеотропный радиону-
клид 90Sr, который инкорпорировался в костную 
ткань и обеспечил наибольшие дозы облучения 
ККМ –  центрального органа гемо- и иммуно-
поэза. Максимальные значения поглощённой 
в ККМ дозы облучения достигали 9 Гр, а кровет-
ворная и иммунная системы у населения, при-
нимая во внимание их высокую радиочувстви-
тельность, являлись критическими в отношении 
медико-биологических эффектов. Наибольшие 
мощности доз облучения имели место в период 
сбросов жидких радиоактивных отходов непо-
средственно в реку Течу (1950–1956 гг.). [8]. При 
этом пик сбросов пришёлся на первую и вторую 
декады октября 1951 года, когда более 60% сум-

марной активности долгоживущих продуктов де-
ления урана (90Sr, 137Cs, 147Pr, 125Sb, 155Eu и др.) ак-
тивностью около 1,23×106 Ки, поступили в реку 
Течу [9].

Группа обследованных лиц, сформированная 
на основе медико-дозиметрической Базы дан-
ных Уральского научно-практического центра 
радиационной медицины Федерального медико-
биологического агентства (УНПЦ РМ ФМБА 
России), включала 45 (68,2%) женщин и 21 
(31,8%) мужчину. В исследование были вклю-
чены лица пожилого возраста (средний достиг-
нутый возраст на время обследования составил 
70,4±0,8 лет, возрастной диапазон: 60–84 года). 
Все исследования проводились только в случае 
получения от пациентов информированного со-
гласия в письменном виде. Основную группу со-
ставили облучённые люди, у которых отмечалась 
повышенная частота TCR-мутаций в лимфоци-
тах периферической крови. В качестве критерия 
повышения частоты TCR-мутаций принимал-
ся их уровень, равный М+2σ (где М –  уровень 
TCR-мутаций, оцененный у необлучённых лю-
дей, сопоставимых по возрасту, полу и нацио-
нальности с представителями основной группы 
и проживающих в тех же административных 
районах) [10]. Группа лиц с повышенным уров-
нем TCR-мутаций включала 29 облучённых че-
ловек, среди которых преобладали женщины (18 
человек, 62,1%) в возрасте 61–84 года (средний 
возраст –  71,2±1,1 года). Группа сравнения была 
сопоставима с основной исследуемой группой 
по достигнутому на момент обследования возра-
сту (средний возраст составил 69,7±1,1 лет, воз-
растной диапазон: 60–83 года), полу (превали-
ровали женщины –  27 человек, 73%) и включала 
37 облучённых жителей прибрежных сёл реки 
Течи, которые проживали в сходных социально-
экономических условиях и имели аналогичный 
характер медицинского обслуживания. Частота 
TCR-мутаций в Т-лимфоцитах у представителей 
группы сравнения не превышала значения спон-
танного их уровня, рассчитанного для жителей 
Уральского региона.

Как видно из таблицы 1, средние значения 
мощности дозы и поглощённой дозы облучения 
ККМ и мягких тканей (МТ) у облучённых лиц 
с повышенным уровнем TCR-мутаций не пре-
вышали таковые у людей с нормальным их уров-
нем. Индивидуальные дозы на МТ, которые яв-
ляются аналогом доз на тимус и периферические 
органы иммунной системы, как и дозы на ККМ, 
рассчитывались с использованием дозиметриче-
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ской системы реки Течи TRDS-2009 [8]. Инди-
видуальные значения поглощённой дозы облуче-
ния ККМ в группе лиц, имеющих повышенную 
частоту TCR-мутаций, составляли 0,09–1,96 Гр 
(среднее значение –  0,89±0,09 Гр), а в группе срав-
нения (облучённые лица, имеющие нормальный 
уровень TCR-мутаций в отдалённые сроки) –  
0,30–2,34 Гр (среднее значение –  1,03±0,07 Гр). 
Мощность дозы и поглощённая доза облучения 
ККМ существенно превышали таковые на МТ, 
так как в значительной мере были обусловлены 
инкорпорацией в костной ткани остеотропного 
радионуклида 90Sr.

Исследование частоты встречаемости Т-лим-
фоцитов, имеющих мутации в Т-кле точ ном ре-
цепторе, проводили методом проточной цитоме-
трии с использованием упрощённого протокола 
анализа CD3–CD4+-клеток. Лимфоциты перифе-
рической крови человека выделяли в стерильных 
условиях на градиенте плотности фи колл-уро-
гра фи на (плотность 1077–1078 г/см3) в соответ-
ствии со стандартным протоколом [11]. Получен-
ную клеточную суспензию распределяли в две 
пробирки. В первую пробирку добавляли моно-
клональные антитела IgG1-FITC/IgG1-PE (изо-
типический контроль, Beckman Coulter, США), 
в другую –  моноклональные антитела анти-CD3-
FITC (Beckman Coulter, США) и анти-CD4-PE 
(Beckman Coulter, США). После инкубации 
в темноте в течение 15 минут в каждую пробирку 
добавляли по 300–400 мкл фосфатно-солевого 
буфера. Анализ клеток проводился на лазерном 
(аргон 488 нм) проточном цитофлуориметре Epix 
XL-MCL (Beckman Coulter, США).

Исследование системного иммунитета вклю-
чало анализ показателей, характеризующих со-
стояние факторов адаптивного иммунитета (ко-
личество клеток в крови с фенотипами СD19+, 
CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, соотношение ко-
личества CD3+CD4+/CD3+CD8+-лимфоцитов, 
уровни иммуноглобулинов A, M, G в сыво-
ротке крови), врождённого иммунитета (число 

нейтрофильных гранулоцитов, моноцитов, по-
казатели их фагоцитарной, лизосомальной ак-
тивности и интенсивности внутриклеточного 
кислородзависимого метаболизма, количество 
CD16+CD56+- и CD3+CD16+CD56+-лимфоцитов 
в крови), а также системы цитокинов (содержа-
ние IL-1α, IL-1β, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, 
IL-10, IL-17, CSF-GM, CSF-G, TNFα, IFNα, 
IFNγ в сыворотке крови).

Количество лейкоцитов, нейтрофилов и мо-
ноцитов в периферической крови у всех об-
следованных лиц определяли с помощью ав-
томатического гематологического анализатора 
Pentra 120 DX (HORIBA ABX S.A.S., Франция). 
Численность основных популяций и субпопу-
ляций лейкоцитов в крови оценивали методом 
CD-типирования с использованием стандарт-
ной панели меченых флуорохромами монокло-
нальных антител (Beckman Coulter, США). Учёт 
проводили методом проточной цитометрии на 
проточном цитофлуориметре Navios (Beckman 
Coulter, США).

Количественное определение содержания ци-
токинов и иммуноглобулинов в сыворотке крови 
человека проводили методом иммунофермент-
ного анализа (ИФА) в твёрдофазном «сэндвич»-
варианте [12] с использованием стандартных тест-
систем (ВЕКТОР-БЕСТ, Россия и eBioscience, 
США). Для повышения точности исследования 
на каждый калибровочный и анализируемый 
образец выделяли по 2 лунки планшета. Таким 
образом, для одного пациента по 1 показателю 
получали 2 значения, после чего находили их сред-
нюю величину. Учёт ИФА проводили на автома-
тическом микропланшетном ИФА-анализаторе 
«Lazurite» (DYNEX Technologies, США).

Показатели фагоцитарной активности ней-
трофилов и моноцитов периферической кро-
ви рассчитывали по способности этих клеток 
поглощать микросферы латекса [13]. Оценку 
внутриклеточного кислородзависимого мета-
болизма нейтрофилов и моноцитов проводили 

Таблица 1. Дозиметрические характеристики представителей основной группы и группы сравнения, (M±m)

Группа Мощность дозы 
на ККМ (1951), 

Гр/год

Мощность дозы 
на МТ (1951), 

Гр/год

Поглощённая 
доза на ККМ, 

Гр

Поглощённая 
доза на МТ, 

Гр
Основная 
n=29

0,21±0,02 
(0–0,42)*

0,02±0,003 
(0–0,09)

0,89±0,09 
(0,09–1,96)

0,07±0,01 
(0,01–0,33)

Сравнения 
n=37

0,25±0,02 
(0,07–0,78)

0,03±0,01 
(0,001–0,26)

1,03±0,07 
(0,30–2,34)

0,07±0,02 
(0,004–0,492)

Примечание: * –  указан диапазон вариабельности индивидуальных значений доз
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путём постановки НСТ-теста в модификации 
А. Н. Маянского и М. К. Виксмана (1979) [14]. 
Лизосомальную активность нейтрофилов и мо-
ноцитов оценивали по методу И. С. Фрейдлин 
(1986) [15]. Учёт данных реакций проводили 
методом световой иммерсионной микроскопии 
с помощью микроскопа Axio Imager. A2 (Carl 
Zeiss, Германия).

Определение интенсивности апоптоза лим-
фоцитов периферической крови осуществля-
ли методом TUNEL (terminal desoxynucleotidyl 
transferase dUTP nick end labeling) в соответ-
ствии со стандартными протоколами анали-
за [16] с использованием коммерческой тест-
системы (BD Biosciences, США). Суспензию 
лимфоцитов, выделенных из периферической 
крови, пермобилизировали 4%-ным раствором 
параформальдегида, фиксировали охлаждён-
ным 70%-ным раствором этанола и хранили 
в морозильной камере при температуре –20 °C 
до 3 месяцев. Непосредственно перед исследо-
ванием клетки двукратно отмывали от этанола 
с использованием wash buff er. Далее к суспен-
зии лимфоцитов добавляли 51 мкл реакцион-
ной смеси, содержащей: 10 мкл reaction buff er; 
0,75 мкл TdT Enzyme; 8 мкл FITC-dUTP; 32,25 
мкл дистиллированной воды. Клетки ресуспен-
дировали в смеси и инкубировали при 37 °C 
в течение 1 часа. После инкубации лимфоци-
ты дважды отмывали с помощью rinsing buff er 
и добавляли к ним 0,5 мл пропидия йодида (PI/
RNase), после чего инкубировали в тёмной ка-
мере при 25 °C в течение 30 минут. Детекцию 
лимфоцитов, имеющих признаки фрагмента-
ции ДНК (необратимая фаза апоптоза), прово-
дили с помощью проточного цитофлуориметра 
Navios (Beckman Coulter, США). В одной пробе 
анализировали 30 000 клеток. Методом проточ-
ной цитометрии также оценивали интенсив-
ность экспрессии лимфоцитами маркера CD95, 
характерного для клеток в стадии готовности 
к апоптозу.

Интенсивность некроза лимфоцитов оцени-
вали методом Annexin V-FITC согласно стандарт-
ному протоколу анализа [17]. Перед окрашивани-
ем лимфоциты, выделенные из периферической 
крови, ресуспендировали в 1 мл охлаждённого 
фос фат но-со ле во го буфера, затем центрифу-
гировали 7 минут при 1500 об/мин., после чего 
удаляли надосадочную жидкость. К суспензии 
клеток добавляли охлаждённый 1%-ный рас-
твор фиксирующего буфера (Beckman Coulter, 
США). Затем к 100 мкл суспензии лимфоцитов 

добавляли 5 мкл Аnnexin V-FITC и 5 мкл про-
пидия йодида (Beckman Coulter, США). Клетки 
инкубировали в темноте в течение 15 минут при 
4 °C. После инкубации к лимфоцитам добавляли 
400 мкл 1%-ного фиксирующего буфера и про-
водили анализ на проточном цитофлуориметре 
Navios (Beckman Coulter, США). Лимфоциты, 
окрашенные только FITC, регистрировались как 
находящиеся на ранней стадии апоптоза, клет-
ки, окрашенные только йодистым пропидием, 
детектировались как погибшие путём некроза.

Первичные данные анализировали с исполь-
зованием табличного редактора «Microsoft Excel 
2010» и пакета прикладных программ «Statisti-
ca 10.0». Для расчёта средних значений показа-
телей, ошибок средних и диапазонов вариабель-
ности показателей применяли базовые методы 
описательной статистики. Сравнение иссле-
дуемых групп проводилось путём вычисления 
U-кри те рия Манна-Уитни. О наличии стати-
стически значимых различий между группами 
судили при p<0,05. Для описания взаимосвязей 
между показателями системного иммунитета 
и величинами кумулятивной дозы и мощности 
дозы облучения ККМ и МТ применяли метод 
непараметрического корреляционного анали-
за по Спирмену. С целью оценки зависимости 
показателей, для которых были получены ста-
тистически значимые корреляции, от дозовых 
характеристик, использовали метод линейного 
регрессионного анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Результаты анализа показателей адаптивного 
иммунитета у облучённых лиц, имеющих повы-
шенный уровень TCR-мутаций, и в группе срав-
нения представлены в таблице 2. В отдалённые 
сроки после начала облучения у лиц с повышен-
ным уровнем TCR-мутаций не отмечено каких-
либо особенностей со стороны клеточного и гу-
морального звеньев адаптивного иммунитета. 
Численность основных популяций и субпопу-
ляций лимфоцитов, соотношение количества 
CD3+CD4+- и CD3+CD8+-лимфоцитов, а также 
содержание сывороточных иммуноглобулинов 
A, M, G соответствовало таковым у облучённых 
в сопоставимых дозах лиц, имеющих нормаль-
ный уровень TCR-мутаций.

Как видно из таблицы 3, показатели лизосо-
мальной активности нейтрофилов (ЛАН) и содер-
жание НКТ-клеток (СD3+СD16+СD56+-лим фо-
ци ты) в крови у облучённых лиц с повышенным 
уровнем TCR-мутаций было статистически 
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значимо выше, чем в группе сравнения. Можно 
предположить, что изменения вышеуказанных 
параметров врождённого иммунитета, скорее 
всего, носят компенсаторный характер и направ-
лены на элиминацию мутантных клеток, повреж-
дения в которых не были репарированы. Необхо-
димо отметить, что уровень CD95+-лимфоцитов, 
находящихся в стадии готовности к апоптозу, 
в основной группе лиц не был изменён относи-
тельно группы сравнения. Анализ интенсивности 
апоптоза лимфоцитов в сравниваемых группах 
также не позволил отметить статистически значи-
мых различий (табл. 2). Вместе с тем, у облучён-
ных лиц с повышенной частотой TCR-мутаций 
в лимфоцитах наблюдалось повышение доли 
этих клеток, гибнущих посредством некроза, по 
сравнению с группой облучённых лиц, имеющих 
нормальный уровень TCR-мутаций (табл. 2). 
Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что TCR-мутантные лимфоциты, по-видимому, 

элиминируются не посредством апоптоза, а бла-
годаря цитотоксическому действию клеточных 
факторов врождённого иммунитета, в частности, 
нейтрофилов и НКТ-клеток.

Анализ цитокинового профиля (табл. 4) по-
зволил отметить у облучённых лиц с повышен-
ным уровнем TCR-мутантных лимфоцитов 
в крови разнонаправленный характер изменений 
в содержании некоторых сывороточных цитоки-
нов: повышение уровней IL-1α одновременно 
со снижением количеств IL-2 и CSF-GM. Необ-
ходимо отметить, что несмотря на более низкий 
уровень сывороточного CSF-GM, число нейтро-
фильных гранулоцитов и моноцитов в перифе-
рической крови у людей с повышенной частотой 
мутаций в генах Т-клеточного рецептора лим-
фоцитов статистически значимо не отличалось 
от такового в группе сравнения (табл. 3). Основ-
ным эффектом IL-2, вырабатываемого, в основ-
ном, Т-хелперами 1 типа, является активация 

Таблица 2. Средние значения показателей адаптивного иммунитета, интенсивности апоптоза и некроза лимфоци-
тов у представителей основной группы и группы сравнения, (M±m)

Показатель Основная группа 
n=29

Группа сравнения 
n=37

Т-звено адаптивного иммунитета

CD3+-лимфоциты,% 68,79±1,63 67,81±1,39

CD3+-лимфоциты,·109/л 1,63±0,10 1,49±0,09

CD4+-лимфоциты,% 44,29±1,65 42,53±1,49

CD4+-лимфоциты,·109/л 1,01±0,08 0,91±0,06

CD8+-лимфоциты,% 21,05±1,15 22,33±1,59

CD8+-лимфоциты,·109/л 0,50±0,04 0,51±0,06

CD4/CD8 2,31±0,16 2,28±0,18

В-звено адаптивного иммунитета

СD19+-лимфоциты,% 10,27±0,72 11,59±0,96

СD19+-лимфоциты,·109/л 0,24±0,02 0,25±0,03

IgA, мг/мл 2,65±0,30 2,22±0,25

IgG, мг/мл 18,91±2,20 15,35±1,54

IgM, мг/мл 1,61±0,27 1,43±0,15

Интенсивность апоптоза и некроза лимфоцитов

Апоптоз лимфоцитов,% 0,24±0,05 0,52±0,10

CD95+-лимфоциты,% 3,35±0,84 4,73±1,06

CD95+-лимфоциты,·109/л 0,074±0,018 0,106±0,024

Некроз лимфоцитов,% 0,12±0,01
p=0,01

0,02±0,01



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №1

18 А. А. Аклеев и др. 

Таблица 3. Средние значения показателей врождённого иммунитета у представителей основной группы и группы 
сравнения, (M±m)

Показатель Основная группа 
n=29

Группа сравнения 
n=37

Лейкоциты, 109/л 6,60±0,39 6,28±0,23

Гранулоциты

Нейтрофилы,% 51,71±1,84 55,64±1,62

Нейтрофилы, 109/л 3,45±0,26 3,50±0,18

Палочкоядерные нейтрофилы,% 6,24±0,98 4,29±0,45

Сегментоядерные нейтрофилы,% 46,37±3,02 51,29±1,72

Базофилы,% 0,95±0,16 0,63±0,15

Эозинофилы,% 3,08±0,49 2,84±0,34

АФН,% 4,42±0,62 3,90±0,44

ИФН, усл. ед. 11,81±2,19 8,18±1,40

Фагоцитарное число, усл. ед. 2,64±0,43 1,96±0,21

НСТ-тест нейтрофилов спонтанный,% 57,03±2,58 57,38±2,32

НСТ-тест нейтрофилов индуцированный,% 53,58±2,82 52,59±2,18

ЛАН, усл. ед. 439,28±14,86
p=0,049*

390,77±17,10

СЛАН, усл. ед. 14,60±1,19 14,06±1,04

Моноциты

Моноциты,% 6,93±0,54 6,27±0,47

Моноциты,·109/л 0,47±0,06 0,39±0,03

АФМ,% 4,80±0,60 4,68±0,56

ИФМ, усл. ед. 10,80±2,25 9,03±1,55

Фагоцитарное число, усл. ед. 1,98±0,22 1,95±0,25

НСТ-тест моноцитов спонтанный,% 58,86±2,05 54,85±1,93

НСТ-тест моноцитов индуцированный,% 55,81±2,40 57,29±1,97

ЛАМ, усл. ед. 316,46±21,16 321,63±13,23

СЛАМ, усл. ед. 1,29±0,14 1,25±0,12

Цитотоксические клетки

СD16+CD56+-лимфоциты,% 17,43±1,48 16,08±1,17

СD16+СD56+-лимфоциты, 109/л 0,410±0,039 0,373±0,042

СD3+СD16+СD56+-лимфоциты,% 5,90±0,64
p=0,036

4,43±0,50

СD3+СD16+СD56+-лимфоциты, 109/л 0,138±0,016
p=0,022

0,095±0,011

Примечания: АФН (АФМ) –  активность фагоцитоза нейтрофилов (моноцитов); ИФН (ИФМ) –  интенсивность фагоцитоза ней-
трофилов (моноцитов); ЛАН (ЛАМ) –  лизосомальная активность нейтрофилов (моноцитов); НСТ-тест –  тест с нитросиним 
тетразолием; СЛАН (СЛАМ) –  суммарная лизосомальная активность нейтрофилов (моноцитов);

p*обозначает уровень статистической значимости различий средних значений показателей у лиц сравниваемых групп
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Т-клеточного иммунного ответа (преимуще-
ственно Th1-типа), поэтому снижение его уров-
ней в сыворотке крови у представителей основ-
ной группы может быть связано с повышением 
количества у них СD3+СD16+56+-лимфоцитов, 
либо с определённой функциональной непол-
ноценностью TCR-мутантных Т-лимфоцитов. 
IL-1α является провоспалительным цитокином, 

основные функции которого сводятся к актива-
ции регенеративных процессов в органах и тка-
нях, усилению пролиферации гемопоэтических 
стволовых клеток и клеток-предшественников 
разных ростков кроветворения, а также к по-
вышению функциональной активности зрелых 
клеток врождённого и адаптивного иммуните-
та [18]. Исходя из этого, повышение содержа-

Таблица 4. Средние значения содержания цитокинов в сыворотке крови у представителей основной группы 
и группы сравнения, (M±m)

Показатель Основная группа 
n=29

Группа сравнения 
n=37

IL-1α, пг/мл 1,66±0,21 
p=0,008 0,66±0,20

IL-1β, пг/мл 19,14±6,22 44,71±15,52

IL-1RA, пг/мл 201,45±33,90 182,66±123,61
IL-2, пг/мл 8,90±2,03 

p=0,020
17,72±4,56

IL-4, пг/мл 3,04±0,90 4,30±0,94

IL-6, пг/мл 5,86±2,94 19,92±10,32

IL-8, пг/мл 2,43±0,79 4,46±1,13

IL-10, пг/мл 8,88±3,71 11,03±1,71

IL-17, пг/мл 2,32±0,29 2,29±0,52
CSF-GM, пг/мл 1,33±0,39 

p=0,012
3,94±0,75

CSF-G, пг/мл 5,98±1,29 9,87±2,76

TNFα, пг/мл 4,00±0,55 4,81±0,42

IFNα, пг/мл 5,20±2,03 5,14±1,06

IFNγ, пг/мл 13,73±3,70 22,83±5,52

Таблица 5. Коэффициенты ранговой корреляции Спирмена (R) между иммунологическими показателями и до-
зиметрическими характеристиками у облучённых лиц, имеющих повышенную частоту TCR-мутаций

Показатель Мощность дозы 
на ККМ (1951), 

Гр/год

Мощность дозы 
на МТ (1951), 

Гр/год

Поглощённая 
доза на ККМ, 

Гр

Поглощённая 
доза на МТ, 

Гр
ЛАН, усл. ед. 0,48 

p=0,020*
0,08 0,49 

p=0,013
-0,04

CD3+CD16+CD56+-лимфоциты, 109/л 0,30 0,43 
p=0,025

0,30 0,23

CD3+CD16+CD56+-лимфоциты,% 0,03 0,05 0,07 -0,20

IL-1α, пг/мл -0,44 -0,01 -0,37 -0,06

IL-2, пг/мл 0,04 0,10 0,05 -0,04

CSF-GM, пг/мл 0,19 0,10 0 0,32

Примечание: *p –  обозначает уровень статистической значимости корреляций (приведён только для корреляций с уровнем ста-
тистической значимости p<0,05).
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ния IL-1α в сыворотке крови у лиц, имеющих 
повышенную частоту мутаций в TCR-генах, мо-
жет рассматриваться в качестве компенсаторно-
приспособительной реакции организма.

Корреляционный и регрессионный анализ 
позволил выявить умеренную положитель-
ную зависимость показателя лизосомальной 
активности нейтрофилов от мощности дозы 
в период максимального радиационного воз-
действия (1951 год) и кумулятивной дозы об-
лучения ККМ (табл. 5). Абсолютное количество 
СD3+СD16+СD56+-лимфоцитов в крови у лиц, 
имеющих повышенный уровень TCR-мутаций, 
умеренно положительно коррелировало с мощ-
ностью дозы на МТ в период максимального ра-
диационного воздействия. Относительное число 
СD3+СD16+СD56+-лимфоцитов в крови, а также 
уровни сывороточных IL-1α, IL-2 и CSF-GM не 
зависели от дозы и мощности дозы облучения 
ККМ и МТ.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты свидетельствуют 
о сложной связи между параметрами системно-
го иммунитета и частотой TCR-мутаций в лим-
фоцитах периферической крови у облучённого 
человека в отдалённые сроки. До настоящего 
времени не было показано, что радиация может 
влиять на процесс созревания иммунокомпе-
тентных клеток. По нашему мнению, возможны 
два механизма повышения частоты TCR-му та-
ций в лимфоцитах периферической крови у об-
лучённых людей.

Облучение тимуса, вызванное внешним γ-из-
лу че ни ем и внутренним за счёт равномерно 
распределяющихся радионуклидов (преиму-
щественно 137Cs), может влиять на процессы 
V(D)J-ре ком бинации, в процессе которой фор-
мируется репертуар Т-кле точ ных рецепторов 
лимфоцитов [7]. По-видимому, мутантные по 
TCR-ге нам Т-лим фо циты способны преодолеть 
позитивную и негативную селекцию в тимусе, 
следствием чего является регистрация их повы-
шенного уровня в периферической крови. Од-
нако такой механизм индукции TCR-му таций 
в отдалённые сроки представляется маловеро-
ятным в силу следующих причин. Во-первых, 
известно, что TCR-му тант ные Т-лим фо циты 
достаточно быстро элиминируются из организ-
ма –  период их полувыведения составляет около 
двух лет [19]. Во-вторых, поскольку в последние 
30 лет мощность дозы облучения ККМ у жите-
лей прибрежных сёл реки Течи не превышает 

допустимый уровень (1 мЗв в год), повышенный 
уровень TCR-му та ций у них в отдалённые сроки 
невозможно объяснить текущим облучением.

Скорее всего, повышенная частота TCR-му-
та ций в отдалённом периоде является следстви-
ем облучения жителей прибрежных сёл реки 
Течи в период максимальных сбросов радиоак-
тивных отходов, когда наблюдались наибольшие 
мощности доз облучения (1950–1956 гг.). Как от-
мечалось выше, у этих людей наибольшие дозы 
облучения приходились на ККМ, где локализу-
ются наиболее радиочувствительные гемопоэ-
тические стволовые клетки (ГСК) и костномоз-
говые клетки-пред шест вен ни ки иммуноцитов. 
Известно, что после облучения в больших до-
зах может развиваться ра ди а ци он но-ин ду ци-
рованная нестабильность генома (РИНСГ) [20], 
в т. ч. и в ГСК и костномозговых клет ках-пред-
шественниках. Сублетальные повреждения ГСК, 
вызванные облучением в период максимального 
радиационного воздействия, длительное время 
сохранялись в покоящихся клетках и могли вызы-
вать нестабильность генома в клет ках-потомках 
в отдалённые сроки, когда они начинали про-
лиферировать. Можно полагать, что следствием 
РИНСГ в клетках-предшественниках Т-лим фо-
цитов может быть нарушение созревания Т-лим-
фо цитов (в том числе, нарушение формирования 
репертуара Т-кле точ ных рецепторов), изменение 
функции зрелых клеток и, как следствие, наруше-
ние иммунных ответов в облучённом организме. 
Вместе с тем, результаты нашего исследования 
показывают, что, по-видимому, повышение ча-
стоты мутантных по TCR-генам Т-лимфоцитов 
не оказывает существенного влияния на систем-
ный иммунитет у облучённых людей в отдалён-
ные сроки.

Корреляционный и регрессионный (данные 
не представлены) анализ выявленных изменений 
со стороны иммунной системы от дозы и мощ-
ности дозы облучения ККМ и тимуса позволил 
выявить положительные зависимости показа-
теля ЛАН (от мощности и поглощённой дозы 
облучения ККМ) и абсолютного количества 
СD3+СD16+СD56+-лимфоцитов (от мощности 
дозы облучения МТ). Поскольку частота TCR-
мутаций определяется дозой облучения, можно 
предположить, что обнаруженные изменения 
системного иммунитета следует рассматривать 
как вторичную реакцию иммунной системы на 
индукцию соматических мутаций в облучённых 
клетках [5]. TCR-мутации в лимфоцитах пери-
ферической крови часто рассматриваются в ка-
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честве индикатора соматического ра ди а ци он но-
индуцированного мутагенеза [2–4].

Ранее проведённые исследования свидетель-
ствовали о том, что иммунная система способна 
отвечать на формирование клона трансформиро-
ванных клеток после облучения [21]. Известно, 
что мутации являются важными событиями для 
индукции канцерогенеза [22]. Однако до настоя-
щего времени неясно, реагирует ли иммунная 
система на генетические изменения, связанные 
с формированием мутаций после облучения, ко-
торые имеют место значительно раньше, чем зло-
качественная трансформация стволовых клеток. 
Ответ на этот вопрос имеет принципиальное 
значение, так как позволяет понять, на каком 
этапе после облучения иммунная система вклю-
чается в процесс поддержания генетического 
гомеостаза облучённого организма. Результаты 
данного исследования позволяют предположить, 
что иммунная система реагирует на повреждения 
ядерной ДНК достаточно рано, когда после неу-
дачной репарации ДНК имеет место фиксация 
повреждений ДНК в виде устойчивых мутаций. 
Характер выявленных изменений иммунитета, 
которые касаются преимущественно врождён-
ного звена и системы цитокинов, подтверждает 
данное предположение.

Таким образом, у людей, подвергшихся хро-
ническому аварийному радиационному воз-
действию и имеющих повышенный уровень 
TCR-му таций, в отдалённые сроки отмечено по-
вышение содержания в периферической крови 
СD3+СD16+CD56+-лимфоцитов, лизосомальной 
активности нейтрофилов, сывороточного IL-1α, 
интенсивности некроза лимфоцитов и снижение 
уровней IL-2 и CSF-GM в сыворотке крови.

Выявленные изменения можно рассматри-
вать как реакцию иммунной системы на по-
вышение частоты TCR-мутаций в лимфоцитах 
облучённых людей. Складывается впечатление, 
что элиминация TCR-мутантных лимфоцитов 
из организма обеспечивается, главным образом, 
благодаря цитотоксическим лимфоцитам. Важ-
но отметить, что изменения иммунитета, выяв-
ленные у жителей прибрежных сёл реки Течи, 
имеющих повышенную частоту TCR-мутаций, 
регистрируются в период реализации отдалён-
ных радиационно-индуцированных эффектов 
и могут играть определённую роль в их форми-
ровании [8].
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Long after the onset of chronic radiation exposure with predominant irradiation of red bone marrow 

(mean exposure dose was 0.89±0.09 Gy, individual dose range was 0.09–1.96 Gy) in individuals with 
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ВВЕДЕНИЕ

Клетки иммунной системы являются важ-
ным компонентом микроокружения опухолей. 
Они могут как стимулировать, так и подавлять 
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Опухоль-инфильтрирующие иммунные клетки, в частности, Т-лимфоциты, могут как сти-
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прогрессию опухолей в зависимости от спек-
тра вырабатываемых ими цитокинов. Поэтому 
прогностическая и диагностическая роль им-
мунного инфильтрата неопластической ткани 
определяется не только его интенсивностью, но 
и субпопуляционным составом клеток [1, 2].

Значительную часть иммуноцитов, инфиль-
трирующих строму опухолей, как правило, со-
ставляют Т-лимфоциты. Различные их субпо-
пуляции могут оказывать разнонаправленное 
действие на опухолевый рост. Так, CD8+ цито-
токсические Т-лим фо ци ты могут мигрировать 
в неопластическую ткань под воздействием хе-
мокинов и уничтожать опухолевые клетки путем 
перфорин/гран зим-зависимого контактного ци-
толиза. CD4+ Т-лимфоциты в опухолевой ткани 
могут быть представлены как Т-хелперами, так 
и регуляторными Т-клетками (Treg), характе-
ризующимися экспрессией транскрипционного 
фактора FoxP3. Как правило, CD4+ Т-лим фо-
ци ты не могут распознать опухолевые клетки 
ввиду отсутствия на последних молекул MHC 
второго класса. В то же время, некоторые опухо-
ли, например, меланома, могут экспрессировать 
MHC II конститутивно или в условиях индук-
ции IFN-γ [3]. Кроме того, CD4+ Т-хелперы мо-
гут помогать CD8+ Т-киллерам реализовывать их 
функции. Одна из субпопуляций CD4+ Т-лим-
фоцитов, фолликулярные Т-хелперы (Tfh), важна 
для соматического гипермутагенеза В-кле точ ных 
рецепторов и индукции синтеза В-лим фо ци тами 
антител против опухоль-ассоциированных анти-
генов, которые также могут принимать участие 
в противоопухолевом иммунном ответе [4].

Как правило, наличие опухоль-ин фи льтри ру-
ющих Treg оказывается прогностически небла-
гоприятным фактором, поскольку эта субпопу-
ляция иммунных клеток оказывает подавляющее 
действие на активность других клеток иммунной 
системы [5, 6]. Тreg экспрессируют на своей по-
верхности различные супрессорные молекулы –  
так называемые иммунологические контрольные 
точки, или чекпойнты (PD-1, CTLA-4, TIM-3, 
LAG-3 и др.), инактивирующие эффекторные 
Т-лим фо ци ты. Кроме того, Treg секретируют ряд 
супрессорных цитокинов [7, 8], таким образом 
подавляя активность цитотоксических Т-лим фо-
ци тов [9]. Повышенные значения соотношение 
CD8/FoxP3 Т-лимфоцитов являются прогно-
стически благоприятным фактором для боль-
шинства солидных опухолей человека [1].

Среди опухоль-инфильтрирующих Т-лим-
фо цитов можно выделить также субпопуля-

цию CD45RO+ Т-клеток памяти (как CD4+, 
так и CD8+). Многочисленные исследования 
корреляций между присутствием в опухолевой 
ткани иммунных клеток различных феноти-
пов и прогнозом для пациента (так называемый 
Immunoscore) показали, что наличие CD45RO+ 
Т-лим  фо ци тов положительно коррелирует с бла-
гоприятным прогнозом у пациентов с различны-
ми злокачественными новообразованиями [3].

Характер расположения лимфоцитов в стро-
ме опухоли может быть различным. Иммунные 
клетки могут как располагаются диффузно, так 
и образовывать третичные лимфоидные структу-
ры (ТЛС), сходные по своему строению с фолли-
кулами вторичных лимфоидных органов. В со-
ставе ТЛС можно выделить Т- и В-клеточную 
зоны [10], в которой, по аналогии с лимфоузла-
ми, проходит эффективная презентация опухо-
левых антигенов, соматический гипермутагенез, 
пролиферация и переключение изотипов анти-
тел В-клеток. На данный момент образование 
ТЛС рассматривается как один из механизмов 
иммунного надзора над опухолью [11].

Молекулы – иммунологические чекпойнты 
CTLA-4 и PD-1 являются важнейшими негатив-
ными регуляторами активации Т-лимфоцитов. 
В лимфоузлах экспрессия обоих молекул отмеча-
ется как на поверхности фолликулярных Т-хел-
пе ров, необходимых для функционирования 
герминального центра, так и на фолликулярных 
регуляторных Т-клетках [12–15]. Немногочис-
ленные работы, посвященные исследованию 
продукции CTLA-4 и PD-1 Т-клет ками ТЛС, 
указывают на существование корреляции между 
экспрессией данных молекул с развитием актив-
ного иммунного ответа [16].

Уортино-подобный папиллярный рак щито-
видной железы (ПРЩЖ) – редкий гистологи-

Рис. 1. Типичная гистологическая картина Уортино-
по доб ного варианта ПРЩЖ. Окрашивание ге ма то кси-
ли ном-эозином. Черные стрелки указывают на опухо-
левые клетки, белые – на сопутствующую иммунную 
инфильтрацию.
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ческий вариант ПРЩЖ, определяемый по на-
личию обильной лейкоцитарной инфильтрации 
стромы опухоли [17] (рис. 1). Большую часть 
лимфоцитов стромы опухоли составляют плаз-
матические клетки, однако процент Т-лим фо ци-
тов также значителен. Кроме того, внутри опу-
холевой массы и на инвазивной границе часто 
располагаются ТЛС. Таким образом, характери-
стика субпопуляций опухоль-инфильтрирующих 
Т-лимфоцитов важна для понимания противоо-
пухолевого потенциала иммунного инфильтрата 
Уортино-подобного варианта ПРЩЖ.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Пациенты
Восемь случаев Уортино-подобного варианта 

ПРЩЖ были выбраны из архива патологоана-
томического отделения МРНЦ им. А. Ф. Цыба 
(филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» Минздра-
ва России, г. Обнинск). Для всех случаев имел-
ся опухолевый материал в виде парафиновых 
блоков. В таблице 1 приведена клиническая ин-
формация о пациентах.

Иммуногистохимическое окрашивание 
парафиновых срезов

Окрашивание срезов ткани антителами к раз-
личным маркерам Т- и В-лимфоцитов было про-
ведено по стандартной методике с использова-
нием пероксидазной системы детекции с DAB. 
Окрашивание антителами к CD3 (Leica, клон 
LN10), CD4 (Leica, клон 4B12), CD8 (Leica, клон 
4B11), CD45RO (Leica, клон UCHL1), CTLA-4 
(Bio SB, клон BSB2884), PD-1 (Sigma Aldrich, 
клон HPA035981) и CD79α (Leica, клон 11E3) 
проводили с использованием автоматического 
иммуногистостейнера Leica BOND и фирмен-
ных реактивов Leica. Антитела против CD3, CD4, 
CD8, CD45RO и CD79α представляли собой уже 
разведенные готовые к использованию антитела, 
для антител против CTLA-4 и PD-1 использова-
ли разведение 1/50.

Получение гистологических изображений
Окрашенные гистологические срезы скани-

ровали с использованием системы Leica SCN400 
с 20-кратным увеличением для дальнейшего 
анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ популяционного состава опухоль-
ин фильтрирующих иммунных клеток Уортино-

подобного варианта ПРЩЖ ранее был проведен 
в нескольких работах, однако количество про-
анализированных пациентов мало. Наибольшая 
выборка (3 пациента) была представлена в ис-
следовании D’Antonio с соавторами, в котором 
иммунный инфильтрат опухолей был визуали-
зирован антителами к CD3, CD4, CD8, CD79α, 
CD21 [18]. Кроме того, иммуногистохимическое 
окрашивание иммуноцитов было осуществлено 
в четырех статьях формата «описание случая» 
(case report), а именно в работах Urano с соавто-
рами [19] (1 пациент, антитела против CD45RO, 
CD20), Vera-Sempere с соавторами [20] (1 па-
циент, антитела против CD45RO, CD20, CD3), 
Lam с соавторами [21] (1 пациент, антитела 
против CD3, CD20), Amico с соавторами [22] 
(1 пациент, антитела против CD3, CD20). Все 
вышеупомянутые работы постулируют наличие 
окрашивания на использованные ими марке-
ры лимфоцитов, однако никак его не обсужда-
ют. Кроме того, присутствие в строме опухоли 
ТЛС было упомянуто только в исследовании 
D’Antonio с соавторами, однако их структура 
также не была исследована. В то же время, ха-
рактеристика основных субпопуляций Т-лим-
фо ци тов может быть важна для понимания 
функционирования ТЛС, встречающихся вну-
три и на инвазивной границе опухолей Уор ти-
но-по доб но го строения и, по всей видимости, 

Рис. 2. Иммуногистохимическое окрашивание основ-
ных маркеров различных субпопуляций Т-лимфоци-
тов, инфильтрирующих строму опухолей Уортино-по-
доб но го строения.
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являющихся важным структурным компонен-
том противоопухолевого иммунного ответа. 
Таким образом, данная работа представляет 
собой первый опыт характеристики гистологи-
ческой картины опухолей Уор ти но-по доб но го 
строения исходя из особенностей иммунного 
инфильтрата, являющегося основным диагно-
стическим критерием при выделении данного 
гистологического варианта ПРЩЖ.

В данной работе методом иммуногистохимии 
был охарактеризован субпопуляционный со-
став опухоль-инфильтрирующих Т-лим фо ци тов 
(CD4+, CD8+, CD45RO+) для 8 проб опухолей 
Уор ти но-по доб  ного строения из коллекции 
МРНЦ им. А. Ф. Цыба, г. Обнинск, Россия. 
Кроме того, впервые была проанализирована 
экспрессия молекул иммунологических кон-
трольных точек (чекпойнтов) CTLA-4 и PD-1 на 
опу холь-ин филь три ру ю щих Т-лимфоцитах при 
Уор ти но-по доб ном варианте ПРЩЖ.

Распределение CD3+ Т-лимфоцитов по опу-
холевому очагу Уортино-подобного строения 
бимодально. Значительное количество Т-кле-
ток диффузно распределено по строме опухо-
ли (рис. 2), тогда как другая часть формирует 
Т-кле точную зону ТЛС (рис. 3).

Т-лимфоциты, инфильтрирующие строму 
опухоли, преимущественно представлены CD8+ 
цитотоксическими Т-клетками. Кроме того, 
строма опухоли достаточно интенсивно ин-
фильтрирована CD45RO+ Т-клетками и CD4+ 
Т-лим  фо цитами.

Архитектура ТЛС Уортино-подобного ПРЩЖ 
соответствует организации вторичных лимфо-
идных органов. Четко выделяются Т- (CD3+) 
и В-клеточная (CD79α+) зоны (рис. 3А и Б, соот-
ветственно). Основной субпопуляцией Т-лим-
фо ци тов являются CD4+ Т-клетки, которые, 
по-видимому, представлены преимущественно 
Т-фолликулярными хелперами и фолликуляр-
ными регуляторными Т-лимфоцитами (рис. 3В). 
Цитотоксические Т-лимфоциты и Т-клет ки па-
мяти также присутствуют на периферии ТЛС 
(рис. 3Г и Д, соответственно).

Для понимания функционирования субпопу-
ляций Т-лимфоцитов в Уортино-подобном вари-
анте ПРЩЖ нами был проведен анализ экспрес-
сии молекул – иммунологических контрольных 
точек (чекпойнтов) CTLA-4 и PD-1 (рис. 4). 
Было показано наличие специфического окра-
шивания лишь на редких единичных внутриопу-
холевых Т-лимфоцитах. Это может указывать на 
малое количество Treg в строме опухоли.

В то же время, и CTLA-4, и PD-1 интенсивно 
экспрессируются на Т-лимфоцитах ТЛС. На-
личие данных молекул на поверхности лимфо-
цитов, входящих в состав лимфоузлов и ТЛС, 
может служить параметром, характеризующим 
функциональную активность последних, по-

Рис. 3. Строение третичных лимфоидных структур 
(ТЛС) в Уортино-подобном варианте ПРЩЖ. Иммуно-
гистохимическое окрашивание на CD4, CD8, CD45RO 
и CD79α.

Рис. 4. Иммуногистохимическое окрашивание моле-
кул – иммунологических чекпойнтов CTLA-4 и PD-1, 
экспрессирующихся на поверхности Т-лимфоцитов 
в составе ТЛС.
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скольку для адекватного прохождения процес-
сов созревания В-лимфоцитов в лимфоузлах не-
обходимо наличие отрицательных регуляторов, 
коими и являются иммунологические чекпойн-
ты. Было показано, что экспрессия PD-1 в лим-
фоидной ткани имеет комплексный эффект [23]. 
С одной стороны, она ингибирует привлечение 
в фолликулы активированных Т-хелперов, в ре-
зультате чего рекрутируются Т-лимфоциты, 
имеющие высокий уровень экспрессии кости-
муляторного рецептора ICOS, необходимого 
для активации и функционирования Т-клеток. 
Кроме того, экспрессия PD-1 помогает фолли-
кулярным Т-хел пе рам концентрироваться в гер-
минальных центрах. Таким образом, экспрессия 
мо ле кул-им му нологических чекпойнтов может 
рассматриваться как один из параметров, харак-
теризующих функциональную активность ТЛС 
опухолей Уор тино-подобного строения.

В то же время, экспрессия молекул имму-
нологических контрольных точек также может 
наблюдаться на Treg, присутствующих в составе 
ТЛС. На мышиной модели рака легкого было 
показано, что данные клетки вносят вклад в по-
давление противоопухолевого иммунного от-
вета [24]. Соответственно, уровень экспрессии 
молекул иммунологических чекпойнтов на по-
верхности Т-лим фоцитов в составе ТЛС нельзя 
рассматривать исключительно как благоприят-
ный прогностический признак, поскольку не-
обходимо учитывать субпопуляционный состав 
экспрессирующих их клеток.

Уортино-подобный вариант ПРЩЖ являет-
ся уникальной опухолью по степени инфиль-
трации стромы иммунными клетками и может 

служить модельной системой для изучения 
взаимодействия опухолевых клеток и иммуни-
тета. Т-лим фоциты традиционно находятся под 
пристальным вниманием современной онко-
иммунологии, поскольку являются основны-
ми клетками, которые могут как усиливать, так 
и ингибировать рост опухоли. Представленные 
в этой работе данные по субпопуляциям опу-
холь-инфильтрирующих Т-лимфоцитов в опу-
холях щитовидной железы Уортино-подобного 
строения указывают на развитие активного им-
мунного ответа в данных структурах и требуют 
дальнейшего изучения.
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Tumor-infi ltrating immune cells, in particular T-lymphocytes, can both stimulate and inhibit the 

tumor growth. Warthin-like variant of papillary thyroid cancer is a unique tumor characterized by an 
abnormally abundant immune infi ltration. We performed the analysis of the composition of T-cell sub-
populations in the contexture of this type of cancer.
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Трансплантация гемопоэтических клеток (ТГСК) от родственного или неродственного до-
нора применяется при терапии опухолей кроветворной системы. Однако, при трансплантации 
развивается иммунный ответ клеток донора на антигены реципиента. Ответ на здоровые ткани 
называется реакцией «трансплантат против хозяина» (РТПХ), а ответ на гемопоэтическую ткань 
в контексте гемобластоза, называется реакцией «трансплантат против опухоли» (РТПО). Развитие 
РТПО является благоприятным последствием трансплантации, поскольку данная реакция элими-
нирует остаточные опухолевые клетки и предотвращает рецидив. Было показано, что иммунный 
ответ возникает на полиморфные пептиды, презентируемые в составе молекул главного комплек-
са гистосовместимости (HLA). Такие пептиды являются результатом протеасомной деградации 
белков, кодируемых генами, содержащими несинонимичные однонуклеотидные полиморфизмы, 
и называются минорными антигенами гистосовместимости (МАГ). Изучение структуры репер-
туаров Т клеточных рецепторов (ТКР), распознающих МАГ, может помочь в идентификации ме-
ханизмов формирования аллореактивного ответа и является важным для предсказания антигена 
аллореактивных клонов с неустановленной специфичностью. В данной статье были определены 
и проанализированы in silico генетические последовательности, кодирующие Т-клеточные рецеп-
торы, специфичные к минорному антигену HA-2. Нами было обнаружено преимущественное ис-
пользование V21 и J42 сегментов α-цепи при формировании CDR3 участка и присутствие V7-8 
сегмента в большинстве CDR3 участков β-цепи, что указывает на существование консервативно-
го мотива, ответственного за распознавание антигена HA-2.

Ключевые слова: РТПХ, РТПО, ТГСК, Т-клеточные рецепторы, минорные антигены гисто-
совместимости, аллореактивный ответ
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время для терапии тяжелых слу-
чаев опухолевых заболеваний кроветворной си-
стемы используют трансплантацию гемопоэти-
ческих клеток костного мозга от родственного 
или неродственного донора после курса химио-
терапии и/или радиотерапии —  трансплантация 
гемопоэтических стволовых клеток. Использо-
вание такого подхода сопряжено с развитием ал-
лореактивного иммунного ответа, который мо-
жет обеспечить элиминацию опухолевых клеток 
либо усугубить общую клиническую картину. 
Лимфоциты донора, попав в организм больного 
в составе трансплантата, начинают распознавать 
антигены пациента как чужеродные, что может 
приводить к поражению здоровых тканей. Этот 
процесс называется реакцией «трансплантат 
против хозяина» (РТПХ), и является самым ча-
стым сопутствующим эффектом ТГСК, который 
часто приводит к летальным исходам [1]. Част-
ный случай РТПХ, когда лимфоциты донора 
специфически распознают остаточные опухо-
левые клетки в организме больного, называ-
ется реакцией «трансплантат против опухоли» 
(РТПО) [2]. Главной задачей трансплантацион-
ной иммунологии является усиление эффектив-
ности противоопухолевого иммунного ответа 
и одновременное снижение ответа на здоровые 
ткани. Баланс между РТПХ и РТПО зависит от 
клонального разнообразия трансплантата, изме-
нение клеточного состава трансплантата может 
сдвинуть аллогенный иммунный ответ от прояв-
ления РТПХ к эффективной РТПО [2].

Было замечено, что при HLA-идентичной 
трансплантации (донор и реципиент полностью 
совпадают по всем локусам HLA) развитие РТПХ 
и РТПО сопряжено с распознаванием так назы-
ваемых минорных антигенов гистосовместимо-
сти (МАГ). МАГ представляют собой пептиды 
в составе молекул HLA, присутствующие у реци-
пиента, но не у донора, и являются результатом 
наличия полиморфизмов в геноме. В случаях, 
когда изменение генетического кода влечет за со-
бой изменения аминокислотной последователь-
ности белка (несинонимичный однонуклеотид-
ный полиморфизм, ОНП) или изменение сайтов 
узнавания для протеасомной деградации, про-
исходит изменение спектра представленных на 
поверхности клетки пептидов в контексте моле-
кул HLA. В частности, для минорного антигена 
HA-2 однонуклеотидный полиморфизм в экзон-
кодирующем участке гена MYOG1 приводит 
к замене метионина на валин в белковом транс-

крипте, что приводит к презентации пептида 
YIGEVLVSV в составе молекулы HLA-A*02 [3].

В тимусе, в ходе созревания, среди предше-
ственников наивных Т-клеток элиминируются 
те, которые не способны распознавать собствен-
ные пептид-HLA комплексы (позитивная се-
лекция) и те, которые связывают собственные 
пептид-HLA комплексы со слишком высокой 
аффинностью (негативная селекция). Это по-
зволяет убрать из пула клетки, Т-клеточный 
рецептор которых способен распознавать соб-
ственные молекулы HLA слишком хорошо или 
не распознает вовсе. Таким образом, если в орга-
низме донора отсутствует один из аллелей МАГ 
(МАГ -/-), то такой МАГ не представляется в ти-
мусе, не происходит делеции наивных Т-клеток, 
способных реагировать на данный пептид. При 
пересадке такой пептид становится иммуноген-
ным, то есть может вызывать продуктивный им-
мунный ответ против МАГ +/- или +/+ тканей.

Экспрессия гена, кодирующего МАГ, пре-
имущественно в гемопоэтической ткани реци-
пиента позволяет направить аллореактивный 
иммунный ответ на опухоль, минимизировав по-
вреждения здоровых тканей больного [4]. Было 
показано, что различие между донором и реци-
пиентом по одному минорному антигену вызы-
вает эффективный иммунный ответ при лечении 
гематологических злокачественных новообразо-
ваний [4]. На сегодняшний день культуры цито-
токсических лимфоцитов, распознающих МАГ 
уже используются в некоторых клинических ис-
следованиях для терапии онкологических забо-
леваний кроветворной системы [5, 6].

В настоящий момент множество исследова-
ний посвящено изучению репертуаров Т-кле-
точ ных рецепторов. Использование методов 
секвенирования нового поколения позволяет 
получать последовательности большого количе-
ства рецепторов одновременно [7], уникальных 
для каждого человека. На основании этих дан-
ных становится возможным изучение структу-
ры репертуаров Т-клеток для отдельных людей, 
сравнение таких репертуаров у монозиготных 
близнецов [8], определение фенотипа популя-
ции [9] и видовой принадлежности [10] по их 
репертуару.

Данное исследование направлено на анализ 
репертуаров Т-клеточных рецепторов, распо-
знающих минорный антиген HA-2. При помо-
щи протокола антиген-специфичной экспан-
сии нами были получены и проанализированы 
Т-клеточные клоны, специфичные к антигену 
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HA-2. Для этого МАГ было показано влияние на 
клинический исход ТГСК, его наличие у боль-
ных и отсутствие у донора повышали вероят-
ность развития РТПО [4]. После in silico анализа 
последовательностей Т-клеточных рецепторов, 
распознающих данный антиген мы обнаружили 
преимущественное использование конкретных 
V и J генов в формировании α-цепи (V21 и J42) 
и высокую частоту использования гена V7-8 
при формировании β-цепи, что указывает на 
существование консервативного мотива, ответ-
ственного за распознавание данного минорного 
антигена. В дальнейшем, изучение репертуаров 
Т-кле точных рецепторов может помочь в пони-
мании механизмов формирования иммунного 
ответа на различные антигены, а также в иден-
тификации молекулярных механизмов тимус-
ной селекции, ответственных за формирование 
этих репертуаров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подбор доноров

Образцы цельной крови были получены от 
здоровых доноров в возрасте >30 лет подписав-
ших информированное согласие, с известным 
спектром HLA-аллелей, определенных при 
помощи полимеразной цепной реакции (SSO-
ПЦР) на базе ФГБУ ГНЦ Минздрава РФ. Для 
типирования доноров на наличие однонуклео-
тидных полиморфизмов, приводящих к появле-
нию минорного антигена HA-2 была проведена 
ПЦР с использованием аллель-специфичных 
праймеров (Single (S) Specifi c (S) Primer (P) – 
ПЦР) [11]. Реакция проводилась на матрице ге-
номной ДНК с использованием смеси для ПЦР 
следующего состава: 25 U Taq-полимеразы 
(EP0402, ThermoScientifi c, США), 0,01% жела-
тина, 0,2 мM dNTP (R0192, ThermoScientifi c, 
США), по 0,5 мкM праймеров (Евроген, Рос-
сия), 1,5 мM MgCl2, 50 мM KCl, 10 мM Tris-HCl 
(pH 8,3) и 6% сахарозы (S7903, SigmaAldrich, 
Германия). Геномная ДНК выделялась из цель-
ной крови при помощи набора Wizard®Genomic 
DNA Purifi cation kit (A1120, Promega, США) по 
инструкции производителя.

Дифференцировка дендритных клеток 
из моноцитов периферической крови

Из 30 мл периферической крови методом 
центрифугирования на градиенте плотности 
фиколла (ПанЭко, Россия) [12] была выделена 
фракция периферических мононуклеарных кле-

ток крови (Peripheral Blood Mononuclear Cells, 
PBMC). Далее, в соответствии с протоколом 
Chapius с соавторами [13]. Для адгезии моно-
цитов на культуральный пластик, PBMC куль-
тивировались в матрасе T25 (83.1810, Sarstedt, 
Германия) в течение 4 часов в 4 мл полной сре-
ды Gibco™ RPMI 1640 (21875-034, Thermo Fisher 
Scientifi c, США), содержащей 10% человеческой 
сыворотки, пенициллин/стрептомицин/глута-
мин (10378016, Gibco™, Thermo Fisher Scientifi c, 
США), и 1 мМ пирувата натрия (100Х, Thermo 
Fisher Scientifi c, США) при 37 °C и 5% CO2. По-
сле неадгезированные клетки отмывали куль-
туральной средой. К моноцитам, прилипшим 
к пластику, добавлялась полная дифференци-
ровочная среда Gibco™ RPMI 1640, содержащая 
800 U/мл гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) 
и интерлейкина-4 (IL-4) (130-095-372 и 130-
093-917 Miltenyi Biotec, Германия) в концентра-
ции 10 нг/мл соответственно.

Моноциты дифференцировались в дендрит-
ные клетки (ДК) в течение 3-х дней, после чего 
зрелые ДК нагружались синтетическим пеп-
тидом HA-2 (YIGEVLVSV) в концентрации 
10 нг/ мл в активирующей среде, содержащей 
800 U/мл ГМ-КСФ, 10 нг/мл IL-4, 10 нг/мл ли-
пополисахарида (ЛПС), 100 U/мл интерферон-
гамма (IFNγ). После 16-ти часов инкубации ДК 
снимали с пластика при помощи фосфатного 
буфера, содержащего 2 мМ ЭДТА и клеточно-
го скребка, и облучали 50 мин суммарной до-
зой в 50 Грей. ДК, которые активировалась без 
добавления пептида, служили негативным кон-
тролем.

Получение и экспансия антигенспецифических 
Т-клеток

Из 50 мл крови выделялись сначала PBMC, 
затем наивные Т-клетки при помощи набора 
для изоляции наивных CD8+ Т-клеток (130-093-
244, The Naive CD8+ T Cell Isolation Kit, Miltenyi 
Biotec, Германия) в соответствии с протоколом 
Wölfl  с соавторами [14]. Коротко: в соответствии 
с инструкцией набора по выделению наивных 
Т-кле ток (CCR7+CD45RO–CD8+), на первой 
стадии производилась деплеция не-наивных 
Т-кле ток и НК-клеток при помощи смеси ан-
тител (анти-CD45RO, анти-CD56, анти-CD57, 
анти-CD244), сшитых с биотином, и вторичных 
антител к биотину, конъюгированных с магнит-
ными частицами. Деплеция проводилась на LD 
колонке (130-042-901, Miltenyi Biotec, Герма-
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ния). На второй стадии происходила непосред-
ственно позитивная селекция наивных CD8+ 
Т-клеток на MS колонке магнитной сепарации 
(130-042-201, Miltenyi Biotec, Германия) с ис-
пользованием анти-CD8 антител, конъюгиро-
ванных с магнитными частицами.

Выделенные наивные Т-клетки смешивали 
с аутологичными облученными активированны-
ми дендритными клетками, в соотношении 2:1 
(Т-клетки: дендритные клетки). Клетки расса-
живали на 48-луночные культуральные планше-
ты (677 180, Sigma-Aldrich, Германия), в количе-
стве от 2*105 до 1*106 CD8+ наивных T-клеток на 
лунку. Культивация проводилась в стандартной 
среде с добавлением IL-21 (130-095-767, Miltenyi 
Biotec, Германия) в концентрации 30 нг/мл 
в первый день. На 3, 5 и 7 день добавлялись 
цитокины IL-7 и IL-15 (190-093-937 и 130-095-
760, Miltenyi Biotec, Германия) в концентрации 
5 нг/ мл каждого.

Проточная цитофлуориметрия

Для определения антигенной специфичности 
Т-клеточных культур на 10–12 день культива-
ции из каждой лунки отбиралось по 1*106 клеток 
для окрашивания HLA-тетрамерами, конъюги-
рованными с флуорохромами и нагруженными 
HA-2 пептидом. HLA-тетрамеры были получены 
в нашей лаборатории по протоколу из лаборато-
рии Toebes M. [15]

На предварительной стадии происходила 
сборка HLA-тетрамеров из мономеров на льду. 
Для окрашивания 1*106 клеток использовали 
~200 нг HLA-мономеров, конъюгированных 
с биотином, которые смешивались с 200 нг стреп-
та ви дин-фикоэритрина, осуществляющего сбор-
ку (S866, Thermo Fisher Scientifi c, США) в 10 мкл 
фотфатного буфера с добавлением 0,5% бычьего 
сывороточного альбумина (126579, Merck, Гер-
мания) и 2 мМ ЭДТА (PBS/BSA/EDTA), в тече-
ние 45 минут в темноте. 

Параллельно с этим, клеточные суспензии 
центрифугировались (400 g, 7 минут, 4 °C), после 
чего клеточный осадок суспендировали в 10 мкл 
PBS/BSA/EDTA, и добавляли по 10 мкл буфера, 
содержащего собранный тетрамер. Далее про-
исходила инкубация в течение 45 минут на льду 
в темноте, после чего пробы однократно отмы-
вались, путем разведения в 0,5 мл буфера и цен-
трифугирования. Затем, культуры окрашивались 
антителами для проточной цитофлуориметрии. 
Окрашивание производилось в 50 мкл буфера в те-
чение 15 минут на льду. В данной работе исполь-

зовались мышиные антитела к человеческим ан-
тигенам: анти-CD3 Alexa Fluor® 700 (BD557943), 
анти-CD8 PerCP-Cy™5.5 (BD565310), анти-
CCR7 APC-R700 (BD560619), анти-CD45RO PE-
Cy™7 (BD337168) (BD Biosciences, США), анти-
CD137 PE (12-1379-42, eBioscience™, США). 
Также был использован интеркалирующий кра-
ситель про пи дий-йодид (1186276, PI, Thermo 
Fisher Scientifi c, США) для разделения живых 
и мертвых клеток. Анализ производился на про-
точном цитофлуориметре BD FACSCanto™ II. 
При анализе учитывались только живые одиноч-
ные клетки.

Получение лимфобластоидных клеточных линий 
в качестве антигенпрезентирующих клеток

Для создания аутологичной лимфобластоид-
ной клеточной линии лимфоциты донора выде-
лялись из крови в градиенте плотности фиколла, 
после чего фракция периферических монону-
клеарных клеток осаждалась в центрифуге (350 g, 
10 минут, 4 °C) и разводилась в 3 мл раствора, со-
держащего ~3*106 частиц вируса Эпштейн-Барр. 
После 24 часов инкубации при температуре 37 °C 
в CO2-инкубаторе, к суспензии добавлялась сре-
да RPMI 1640, содержащая 20% фетальной бы-
чьей сыворотки (SH30071.03HI, FBS HyClone™, 
GE Healthcare, США) и 200 нг/мл циклоспорина 
А. Спустя 2 недели клетки переводились в среду, 
содержащую 10% FBS.

Рестимуляция Т-клеточной культуры

Для активации антиген специфичных Т-кле-
ток минорным антигеном, пептид HA-2 должен 
быть представлен в контексте молекул HLA. 
Для этого B-клетки лимфобластоидной клеточ-
ной линии (В-LCL) донора нагружались пепти-
дом в течение 1 часа с в финальной концентра-
ции 10 мМ с последующим облучением в дозе 
50  Грей в течение 1 часа.

Непосредственно для стимуляции использо-
валось 5*105 LCL-клеток на каждую лунку куль-
турального планшета, которые добавлялись 
в лунки с Т-клеточной линией в культуральной 
среде с добавлением IL-2 в финальной концен-
трации 50 ед./мл, IL-7 и IL-15 в концентрации 
5 нг/мл каждого. Спустя 24 часа после стимуля-
ции, активированные CD8+ Т-клетки экспрес-
сировали на поверхности костимуляторную мо-
лекулу CD137 (4-1ВВ) [16].

Получение антиген-специфических клеток, 
экспрессирующих поверхностный активацион-
ный маркер CD137 (4-1ВВ)
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Далее, для анализа свойств Т-клеточной куль-
туры, с определенной антигенной специфично-
стью, активированные Т-клетки выделялись из 
клеточной суспензии методом магнитной сепа-
рации. Поскольку активация происходила ан ти-
ген-специфично, то и маркер активации CD137 
экспрессировался, в основном, на антиген-спе-
цифичных Т-клетках.

 Культура Т-клеток окрашивалась анти-CD137 
антителом, конъюгированным с фикоэритрином 
(PE). После отмывки (400 g, 7 минут, 4 °C) в смесь 
добавлялось вторичное антитело, анти-PE, конъ-
югированное с магнитной частицей (130-048-801, 
Miltenyi Biotec, Германия). Магнитная сепарация 
проводилась в соответствии с протоколом произ-
водителя на MS-маг нит ной колонке с использо-
ванием OctoMACS-сепаратора (магнит для сепа-
рации) (130-042-109, Miltenyi Biotec, Германия). 
Итоговая обогащенная фракция CD137+ содер-
жала в себе, преимущественно, CD137hi клетки.

Секвенирование α и β цепей Т-клеточного 
рецептора

Полученная после магнитной сепарации 
фракция CD137hi клеток 0.2-1*106 центрифу-
гировалась (400 g, 7мин, 4 °C) и лизировалась 
в 0,5 мл TRIzol® LS Reagent (10296028, Thermo 
Fisher Scientifi c, США). Далее, по протоколу 
от производителя, осуществлялась экстракция 
РНК из лизата. Для получения первой цепи 
кДНК, кодирующей последовательности α и β 
цепей Т-кле точ но го рецептора, использовалась 
РНК-за ви си мая-ДНК-по ли ме раза MINT-ре-
вер  та за (Евроген, Россия) на матрице получен-
ной РНК в количестве 1 мкг по опубликованно-
му протоколу, с использованием праймеров из 
работы Mamedov et al [7]. Затем следовало 2 по-
следовательных ПЦР c использовнием Encyclo 
полимеразы и праймеров из набора Mint RACE 
primer set [7]. Далее, каждая из цепей была за-

Рис. 1. Общая схема эксперимента. На первом этапе из крови доноров выделялась фракция периферических моно-
нуклеарных клеток. Далее, из этой фракции выделялись моноциты, которые дифференцировались в дендритные 
клетки, активировались и нагружались синтетическим пептидом. При помощи магнитной сепарации из монону-
клеаров выделялись наивные CD8+ T-клетки, которые затем ко-культивировались с активированными дендрит-
ными клетками, окрашивались HLA-тетрамерами и выделялись при помощи молекулы CD137 для дальнейшего 
секвенирования Т-клеточных рецепторов.



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №1

36 С. А. Шитиков и др. 

клонирована в pAL2-T вектор. Фрагменты ре-
цепторов были вырезаны из 1% агарозного геля 
и выделены из него с использованием коммерче-
ского набора GeneJet Gel Extraction Kit (K0691, 
Thermo Scientifi c, США). Реакция с pAL2-T век-
тором проходила с 3-х кратным молярным из-
бытком фрагмента рецептора, лигирование при 
помощи Т4 лигазы проводилось в 20 мкл реакци-
онной смеси в течение 30 минут при комнатной 
температуре.

Затем, половина смеси после лигирования ис-
пользовалась для трансформации в компетент-
ные клетки E.coli (штамм DH5α). К компетент-
ным клеткам DH5α E.coli добавлялось 10 мкл 
лигазной смеси и 4 мкл β-меркаптоэтанола. По-
сле 10 минут инкубации на льду у клеток инду-
цировался термический шок, путем помещения 
в температуру 42 °C на 90 секунд. Далее, после 
2-х минутного охлаждения, происходила инку-
бация при 37 °C в течение 30 минут. Бактери-
альная культура была рассеяна в чашках Петри 
на LB агар, содержащий карбенициллин в кон-
центрации 50 мкг/мл, и инкубировались 16 ча-
сов при температуре 37 °C. На следующий день 
одиночные колонии снимались с чашки Петри, 
осуществлялась реакция колони-ПЦР и про-
изводилась амплификация плазмид, несущих 
вставку. Полученные плазмиды отправлялись 
на секвенирование в фирму «Евроген». 

Данные по сиквенсам обрабатывались при 
помощи программного обеспечения ImMuno 
GeneTics (http://www.imgt.org/) и программы 
CLC Genomics Workbench 7. 

In silico анализ последовательностей CDR3 
участков был проведен при помощи программы 
Gephi.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Отбор доноров и получение ТКР, распознающих 
минорный антиген НА-2

Доноры для данного исследования были ото-
браны по критерию требуемого генотипа по HLA 
и МАГ. Поскольку минорный антиген HA-2 
презентируется в составе молекулы HLA-A*02, 
то отбирались только доноры, несущие в своем 
организме данную аллель. Так же необходимо 
было отобрать доноров, в геноме которых нет 
однонуклеотидного полиморфизма, приводя-
щего к появлению минорного антигена HA-2. 
У таких доноров пептид HA-2 не представляет-
ся в тимусе, что приводит к тому, что наивные 
Т-клет ки, специфичные к этому пептиду не 
элиминируются из репертуара в процессе отри-
цательной селекций.

Общая схема эксперимента представлена на 
рисунке 1. После 14 дней культивации с добав-
лением цитокинов IL-21, IL-7, IL-15, наличие 
HA-2 специфичных клеток детектировано при 
помощи HLAHLA-тетрамеров, пример такого 
окрашивания представлен на рисунке 2.

На следующей стадии мы использовали ре-
стимуляцию и выделение CD137+ клеток при 
помощи магнитной сепарации с использовани-
ем анти-CD137 антитела, поскольку HLA-те-
тра меры обладают сравнительно низкой авид-
ностью, и не позволяют выделить Т-клеточные 
популяции с низкой экспрессией ТКР, или по-
тенциальные Т-кле точные популяции с низкой 
аффинностью к антигену [17]. Пример окраски 
на CD137 до и после сепарации приведен на ри-
сунке 3. Для упрощения процедуры выделения 
CD137hi популяции клетки из всех лунок были 

Рис. 2. Пример окрашивания HA-2 тетрамером культур, получивших антигенную стимуляцию. В качестве нега-
тивного контроля была сделана культура, не получившая синтетический пептид HA-2 антигена на стадии актива-
ции дендритных клеток.
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объединены. В связи с этим, дальнейшие по-
пытки спарить α и β цепи ТКР не представля-
ются возможным, поскольку культура приобре-
ла статут поликлональной.

Для определения клонального состава субпо-
пуляции, обладающей способностью распозна-
вать минорный антиген, нами были отсекве-
нированы нуклеотидные последовательности, 
кодирующие α и β цепи Т-клеточных рецепто-
ров [16]. По схеме, изображенной на рисунке 4 
производилась пробоподготовка и секвенирова-
ние Т-клеточных рецепторов данных культур.

Известно, что, не смотря на сниженную экс-
прессию непродуктивно-перестроенных ТКР, 
в клетке может обнаруживаться их мРНК. При 

помощи CLC Genomics Workbench 7 и программ-
ного обеспечения ImMunoGeneTics (http://www.
imgt.org/) мы проанализировали данные, полу-
ченные после секвенирования одиночных бакте-
риальных клонов, проанализировали рамку счи-
тывания и наличие стоп-кодонов в полученных 
сиквенсах и отобрали для дальнейшего изучения 
только продуктивные клоны. Обработанные ре-
зультаты сиквенсов Т-клеточных культур пред-
ставлены в таблице 1.

Анализ репертуара ТКР, специфически 
распознающих НА-2 МАГ

Далее был проведен анализ последователь-
ностей НА-2-специфичных рецепторов для того 

Рис. 3. Окрашивание на маркер CD137 до и после магнитной сепарации.

Рис. 4. Схема выделения и секвенирования кодирующей последовательности кДНК из антиген-специфичной 
Т-кле точной культуры. После рестимуляции Т-клеточной культуры B-LCL клеточной линией нагруженной пепти-
дом HA-2, специфичные клетки экспрессировали на своей поверхности костимуляторную молекулу CD137. При 
помощи магнитной сепарации CD137hi клетки отделялись, после чего из них выделялась мРНК и с использовани-
ем ревертазы MINT синтезировалась кДНК. Далее кДНК клонировалась в pAL2-T вектор и трансформировалась 
в E. coli, после чего происходил отбор колоний, амплификация и секвенирование полученных рецепторов.
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чтобы выявить имеются ли среди них публич-
ные клоны (одинаковые клоны, обнаруженные 
у разных людей), консервативные аминокислот-
ные мотивы и преимущественное в использова-
ние определенных V и J генов. Наличие таких 
закономерностей может указывать на то, что 
у разных людей ответ на этот МАГ осуществля-
ется при помощи схожих Т-клеточных клонов, 
которые независимо друг от друга претерпева-
ют одинаковые этапы селекции в тимусе. Ра-
нее, в работе [18] уже были описаны некоторые 
последовательности Т-кле точных рецепторов, 
распознающих минорный антиген HA-2, эти 
опубликованные клоны также были взяты в ана-
лиз. Итого, было проанализировано 38 клонов 
полученных в рамках этой работы лаборатории 
и 14 ранее описанных клонов [18]. Для α-цепи 
было обнаружено два публичных клона, а также 
несколько клонов отличающихся друг от друга 
на 1 или 2 аминокислотные замены (рис. 5). На-
личие таких клонов указывает на присутствие 
мотива, отвечающего за связывание ТКР с HA-2 
пептидом. Мы представили последовательности 
α-цепи в виде графа последовательностей СDR3 
участков (участков, ответственных за узнавание 

антигена в контексте HLA-мо лекулы), в кото-
ром последовательности отличающиеся на одну 
или две замены (или делеции) связаны ребрами 
(рис. 5). Связная компонента графа (совокуп-
ность связанных между собой вершин графа) со-
держала в себе 12 последовательностей, включая 
оба публичных клона.

Мы предположили, что данная связная ком-
понента содержит в себе мажорный мотив для 
связывания HA-2, для этого мы провели ами-
нокислотное выравнивание CDR3 участков 
α-цепей HA-2-специфичных рецепторов в связ-
ной компоненте (рис. 6).

Выравнивание связной компоненты показа-
ло, что большую часть вклада в формирование 
мотива внес ген TСRAJ42 (100% использова-
ние), но сопряженная консервативная позиция 
6 (G/N) —  результат случайных вставок. Анализ 
использования V генов показал, что в α-цепи 
наиболее часто встречался ген TCRAV21, кото-
рый занял 33% всех последовательностей CDR3 
и 75% от последовательностей связной компо-
ненты (Рисунок 7A, фиолетовый цвет). Осталь-
ные сегменты (TCRAV5, TCRAV16, TCRAV35, 
TCRAV20 и др.), каждый из которых встреча-

Таблица 1. Результат определения V и J генов неспаренных цепей отсеквенированных HA-2-специфичных Т-кле-
точных рецепторов.

α-цепь β-цепь

V ген J ген Длина CDR3 V ген J ген Длина CDR3

TRAV5 TRAJ11 10 TRBV28 TRBJ2–2 14

TRAV5 TRAJ42 16 TRBV2 TRBJ2–7 14

TRAV27 TRAJ41 12 TRBV7–8 TRBJ2–1 13

TRAV16 TRAJ29 10 TRBV7–8 TRBJ1–1 13

TRAV19 TRAJ45 15 TRBV7–8 TRBJ2–7 10

TRAV9–2 TRAJ42 14 TRBV18 TRBJ1–5 18

TRAV39 TRAJ43 7 TRBV18 TRBJ1–5 18

TRAV21 TRAJ42 14 TRBV7–8 TRBJ2–5 13

TRAV20 TRAJ42 14 TRBV6–5 TRBJ2–5 15

TRAV20 TRAJ42 14 TRBV28 TRBJ2–2 14

TRAV3 TRAJ5 13 TRBV28 TRBJ2–2 14

TRAV21 TRAJ42 15 TRBV28 TRBJ2–7 12

TRAV21 TRAJ42 15 TRBV15 TRBJ1–6 13

TRAV21 TRAJ42 14 TRBV7–9 TRBJ2–1 13

TRAV16 TRAJ29 10

TRAV10 TRAJ26 12
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ется примерно в 10% Т-клеточных рецепторов, 
вносят менее существенный вклад. Среди всех 
J генов α-цепи доминирует ген TCRAJ42, ко-
торый встречается более чем в 60% всех HA-2 
специфичных рецепторов и во всех последова-

тельностях связной компоненты (рис. 7B, фио-
летовый цвет), что может указывать на то, что 
существенный вклад в формирование HA-2-спе-
ци фич ного мотива CDR3 участка α-цепи вносит 
именно ген TCRAJ42.

Рис. 5. Кластеризация полученных последовательностей рецепторов с ранее известными. Оранжевым обозначе-
ны CDR3 участки α-цепей, описанные группой Heemskerk, фиолетовым обозначены CDR3 участки, полученные 
нами, зеленым – обнаруженные в обоих исследованиях. Толстые и тонкие лини обозначают одну и две аминокис-
лотные замены соответсвенно.

Рис. 6. Графическое отображение частот аминокислот, представленных в CDR3 участке α-цепи HA-2-специфичных 
Т-клеточных рецепторов. По горизонтальной оси отложены порядковые номера аминокислот в выровненных 
CDR3 участках α-цепей HA-2-специфичных рецепторов, по вертикальной оси отложена частота встречаемо-
сти аминокислоты среди этих CDR3 участков. Высота и количество букв в каждом положении отражает частоту 
и количество аминокислот в конкретном положении среди CDR3 участков. С 1 по 6 аминокислоту указан вклад 
C-конца V гена, с 7 по 15 – вклад N-конца J-гена.
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Для β-цепи публичных CDR3 участков обна-
ружено не было. V ген HA-2 специфических ре-
цепторов для β-цепи не образует ярко выражен-
ного кластера по CDR3 участку, однако было 
замечено преобладание часто встречающегося 
гена TCRVB7-8 более чем в 40% CDR3 участ-
ках (рисунок 7 C и D, фиолетовый цвет). Из этого 
можно сделать вывод, что узнавание минорного 
антигена HA-2 происходит в основном при по-
мощи CDR3 α-цепи Т-клеточного рецептора, 
в то время как в CDR3 участки β-цепи не го-
мологичны. Преобладание сегмента TCRVB7-8 
может указывать на вклад в распознавание это-
го антигена CDR1 и CDR2 участков β-цепи.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время проблема изучения алло-
реактивного иммунного ответа после трансплан-
тации стволовых клеток крови от родственного 
или неродственного донора является актуаль-
ной, поскольку молекулярные механизмы её 
развития до конца не изучены. Усиление РТПО 
представляет собой потенциальное дополнение 
к основной противоопухолевой терапии для 
предотвращения возникновения рецидива, в то 
время как РТПХ представляет серьезную опас-
ность для пациентов. При HLA-совместимой 
трансплантации мишенью для обеих реакций 

Рис. 7 (A-D). Кластеризация последовательностей CDR3 α и β-цепей HA-2-специфичных Т-клеточных рецепто-
ров по V и J генам рецептора. A –  кластеризация по CDR3 участку α-цепи, окрашивание по V гену, B –  кластериза-
ция по CDR3 участку α-цепи, окрашивание по J гену, C –  кластеризация по CDR3 участку β-цепи, окрашивание 
по V гену, D –  кластеризация по CDR3 участку β-цепи, окрашивание по J гену. На рисунках A и B тонкая линия 
отражает расстояние между CDR3 участками в одну аминокислотную замену, толстая в две аминокислотных за-
мены. На рисунках C и D толстая линия отражает расстояние в две аминокислотных замены, тонкая в три.
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являются минорные антигены гистосовмести-
мости, профиль экспрессии которых может 
влиять на развитие иммунного ответа в ту или 
другую сторону. Изучение иммунного ответа на 
конкретные минорные антигены может помочь 
в разработке подходов к снижению частоты раз-
вития РТПХ и усилении эффекта РТПО.

В данном исследовании были изучены ре-
пертуары Т-клеточных рецепторов, специфич-
ных к минорному антигену гистосовместимо-
сти HA-2, презентируемого в контексте аллеля 
HLA-A*02, для которого была показана экс-
прессия преимущественно в гемопоэтических 
клетках. Так же было показано, что HA-2-спе-
ци фичные Т-клеточные клоны проявляют вы-
сокую противоопухолевую активность [4]. Все 
это потенциально делает HA-2 антиген хорошей 
мишенью для изучения в контексте РТПО.

Сравнивая данные, полученные нами с дан-
ными группы Heemskerk мы обнаружили, что 
для HA-2-специфичных рецепторов характерно 
наличие выраженного мотива в CDR3 участке на 
α-цепи, и отсутствие такового для β-цепи. Обра-
зование данного мотива на α-цепи объясняется 
высокой частотой использования конкретных 
V и J генов при сборке данной цепи (чаще всего 
TCRAV21 и TCRAJ42). При выравнивании ами-
нокислотных последовательностей CDR3 участ-
ков α-цепи, входящих в состав связной компо-
ненты графа (рис. 6) видно, что C-конец J гена 
вносит наибольший вклад в формирование до-
минантного мотива, ответственного за распо-
знавание Т-клеточным рецептором комплекса 
HLA молекулы с HA-2 пептидом. Для β-цепи по-
хожих закономерностей в формировании CDR3 
участка обнаружено не было, однако видно, что 
в β-цепи превалирует V сегмент TCRVB7-8. Это 
может указывать на то, что CDR3 участок β-цепи 
не несет значимой роли в распознавании пепти-
да HA-2, но при этом вероятно важны участки 
CDR1 и CDR2, обеспечивающие консерватив-
ное распознавание молекулы HLA. Какой-либо 
зависимости в выборе J гена для β-цепи обнару-
жено не было.

Выводы, сделанные нами на основе in silico 
анализа HA-2-специфичных рецепторов, нуж-
даются в дополнительном подтверждении. По-
лученных данных на этом этапе недостаточно, 
чтобы с абсолютной уверенностью рассуждать 
о консервативности HA-2-специфичных мо-
тивов α-цепи. Необходимо расширение пане-
ли доноров с аллелью HLA-A*02 и генотипом 
HA-2– /– для получения HA-2-специфичных 

культур и секвенирования их рецепторов. В даль-
нейшем, использование кластерного анализа для 
культур с известной антигенной специфично-
стью может помочь в предсказании специфич-
ности произвольного Т-кле точ но го рецептора 
по его последовательности [19–21].

Изучение минорных антигенов гистосовме-
стимости может стать основой для персонали-
зированной терапии в отношении опухолевых 
заболеваний кроветворной системы. На сегод-
няшний день нет возможности подбирать доно-
ра исходя из спектра представленных минорных 
антигенов в организме донора и реципиента. Од-
нако, в дальнейшем, генная инженерия Т-кле-
точных рецепторов может сделать возможным 
создание персонализированных библиотек ре-
цепторов, которые будут распознавать антиге-
ны исключительно на гемопоэтических клетках, 
минимизируя шанс возникновения РТПХ и за-
пуская реакцию против опухолевых клеток.
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Hematopoietic stem cells transplantation of (HSCT) from the related or unrelated donor is used as 

a treatment for hematopoietic system malignancies. However, transplantation triggers an immune re-
sponse of the donor cells to the recipient’s antigens. The response to the healthy tissues is called a graft 
versus host reaction (GVHD), and the response to the hematopoietic tissue in the context of malignant 
disease is called a graft versus leukemia (GVL) eff ect. The development of GVL reactivity is a favorable 
consequence of transplantation, since it eliminates residual tumor cells and prevents the relapse. It was 
demonstrated that immune response arises towards polymorphic peptides, presented in the molecules of 
the major histocompatibility complex (HLA). Such peptides are derived from the proteasomal degrada-
tion of proteins expressed from the genes with non-synonymous single nucleotide polymorphisms and 
are referred to as minor histocompatibility antigens (MiHA). Studying the structure of T- cell receptor 
(TCR) repertoires that recognize MiHAgs can help identify the mechanisms for the formation of the 
alloreactive response and is important for predicting the antigen of alloreactive clones with unknown 
specifi city. In this article the genetic sequences encoding T-cell receptors specifi c to the HA-2 minor 
antigen were determined and analyzed in silico. We found the predominant use of the V21 and J42 seg-
ments in the formation of the CDR3 region of the α-chain and the presence of the V7-8 segment in most 
CDR3 β-chain regions, which indicates the existence of a conservative motif responsible for recognizing 
the HA-2 antigen.

Key words: GVHD, GVL, HSCT, T cell receptor, minor antigens of histocompatibility, alloreactive 
response
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ВВЕДЕНИЕ

Рак молочной железы (РМЖ) – наиболее 
распространенное онкологическое заболевание 
у женщин в России и мире [1, 2]. Разработка но-
вых методов определения индивидуального ри-
ска возникновения РМЖ и средств его профи-
лактики, основанная на изучении неизвестных 

ИНДИВИДУАЛЬНЫЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ФЕНОТИП 
И РИСК РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ У ЖЕНЩИН 

В ПОСТМЕНОПАУЗЕ
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Анализ IgA, специфичных к бензо[а]пирену (Вр), эстрадиолу (Es) и прогестерону (Pg), в сыворот-
ке крови 400 здоровых женщин и 1284 больных раком молочной железы (РМЖ) позволил выявить 
следующие иммунологические фенотипы: «протективный», ассоциированный с минимальным 
риском РМЖ (OR=0,2–0,6), при котором индивидуальный уровень IgA-Pg превосходит уровни 
IgA-Bp и IgA-Es; «проканцерогенный» с максимальным риском РМЖ (OR=2,1–6,2), при котором 
уровни IgA-Bp и IgA-Es превосходят уровень IgA-Pg; и два «компенсаторных» (OR=0,7–1,2) при 
которых уровень IgA-Pg превосходит уровень IgA-Bp или IgA-Es. Наличие того или иного иммуно-
фенотипа не зависело от возраста и курения. Выявлены различия во взаимосвязях уровней IgA-Bp 
с IgA-Es и IgA-Pg при различных иммунологических фенотипах. Результаты могут быть полезными 
при разработке и применении антиканцерогенных вакцин для иммунопрофилактики рака.

Ключевые слова: рак молочной железы, антитела, бензо[а]пирен, эстрадиол, прогестерон
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ранее механизмов канцерогенеза молочной же-
лезы, остается актуальной задачей современной 
биологии и медицины.

Ключевым звеном патогенеза РМЖ является 
образование ДНК-аддуктов с метаболитами по-
лициклических ароматических углеводородов 
окружающей среды [3, 4] и эндогенных эстро-
генов [5, 6]. Указанные низкомолекулярные 
соединения в комплексе с макромолекулярным 
носителем могут служить индукторами синтеза 
специфичных антител (АТ), которые, в свою 
очередь, способны модулировать содержание 
химических канцерогенов и стероидных гормо-
нов в сыворотке крови и органах-мишенях и их 
биологические эффекты, как это было показа-
но в экспериментах по иммунизации живот-
ных [7–12].

Таким образом, АТ к химическим канцероге-
нам и стероидным гормонам в сыворотке крови 
человека представляются не только биологиче-
скими маркерами канцерогенеза, но и активными 
участниками процессов инициации и промоции. 
Им му но анализ таких АТ можно использовать 
для определения индивидуальных онкологиче-
ских рисков, а в перспективе станет необходи-
мым для оценки эффективности новых средств 
иммунопрофилактики рака с помощью анти-
канцерогенных вакцин [13, 14, 15].

Ранее были выявлены ассоциации уровней 
АТ к бензо[а]пирену (Bp), эстрадиолу (Es) и про-
гестерону (Pg) с РМЖ у женщин в постменопаузе 
[16, 17]. Однако при этом не учитывали влияние 
возраста и канцерогенного воздействия (куре-
ние) на их образование.

Цель настоящей работы – исследовать осо-
бенности образования IgA-Bp, IgA-Es, IgA-Pg 
у здоровых женщин и больных РМЖ отдельных 
возрастных групп с учетом фактора курения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Нами были обследованы 1684 женщины 
в постменопаузе. В исследуемую группу были 
включены 1284 женщины с диагнозом инвазив-
ная карцинома молочной железы, которые по-
ступили на лечение в Областной клинический 
онкологический диспансер г. Кемерово. Диа-
гноз РМЖ в каждом случае был подтвержден 
морфологически. Медиана возраста женщин 
в исследуемой группе – 62 года (интерквар-
тильный размах 57–69). Среди них было куря-
щих 105 (8%) и некурящих 1179 (92%). В группу 
сравнения были включены 400 условно здо-
ровых женщин, проживающих на территории 

Кемеровской области, и доноры Кемеровского 
центра крови, без патологии молочной железы. 
Медиана возраста женщин в группе сравне-
ния –  57 лет (интерквартильный размах 42–80). 
Среди них было 45 (11%) курящих и 355 (89%) 
некурящих.

Забор периферической крови осуществлялся 
согласно этическим стандартам в соответствии 
с Хельсинской декларацией 2000 г. и «Правила-
ми клинической практики в Российской Феде-
рации», утвержденными Приказом Минздрава 
РФ № 266 от 19.06.2003 г. Все лица, участвовав-
шие в исследовании, дали информированное 
письменное согласие на участие в нем.

Иммуноанализ IgA АТ к Bp, Es и Pg (IgА-Bp, 
IgА-Es, IgА-Pg) проводили с помощью некон-
курентного иммуноферментного анализа. В ка-
честве антигенов на полистирольные иммуно-
логические планшеты были иммобилизованы 
конъюгаты Bp, Es и Pg с бычьим сывороточным 
альбумином (BSA). Конъюгат Bp-BSA был син-
тезирован по методике, описанной в работе [18]. 
Конъюгат Es-BSA был синтезирован путем присо-
единения BSA к эстрадиолхинонам, полученным 
окислением Es солью Фреми. Коньюгат Pg-BSA 
был получен путем конъюгации гемиглутарата 
21-гид роксипрогестерона и BSA карбодиимид-
ным способом. Иммунологические планшеты
сенсибилизировали конъюгатами гап тен-BSA 
по 100 мкл в лунку в концентрации 2 мкг/мл 
при комнатной температуре в течение ночи. Для 
оценки фонового связывания АТ с бел ком-но си-
те лем в отдельные лунки вносили неконъюгиро-
ванный BSA. Для блокировки свободных мест на 
пластике во все лунки вносили по 250 мкл бло-
кирующего буфера (нат рий-фос фат ный буфер 
PBS, содержащий 0,5% BSA и 0,05% Tween-20) 
и инкубировали в течение 30 мин при комнат-
ной температуре. Образцы сыворотки крови раз-
водили 1:20 блокирующим буфером и вносили 
по 100 мкл в лунки планшета в дублях, инкуби-
ровали 1 ч при 37 °C на шейкере. Cвязавшиеся 
АТ выявляли с помощью козьих АТ против IgА 
человека, меченных пероксидазой хрена (Novex, 
США), разведение конъюгата 1:10000. В лунки 
вносили по 100 мкл меченных АТ и инкубиро-
вали 1 ч при 37 °C на шейкере. После каждого 
этапа инкубации планшеты промывали 4–5 раз 
PBS, содержащим 0,05% Tween-20. Регистрацию 
адсорбированных на планшете АТ проводили 
с помощью субстратного буфера, содержащего 
тетраметилбензидин (TMB, США), на фотоме-
тре Униплан (Пикон, Россия) при длине волны 
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450 нм. Уровни АТ выражали в относительных 
единицах и вычисляли по формуле:

IgА-X=(ODX-BSA-ODBSA)/ODBSA
где X=Bp, Es, Pg; ODX-BSA –  связывание АТ 

с конъюгатом гаптен-BSA, ODBSA –  фоновое 
связывание с BSA.

Статистический анализ полученных резуль-
татов проводился с помощью пакета стати-
стических программ Statistica 6.0 (StatSoft Inc., 
USA). Ненормальный характер распределения 
количественных показателей определили с по-
мощью критерия Шапиро-Уилка и в дальней-
шем статистически значимые различия между 
группами выявляли с помощью непараметриче-
ского критерия χ2 с поправкой Йейтса на непре-
рывность вариации. За критический уровень 
значимости принималось значение p<0,05. Для 
выявления пороговых значений уровней АТ 
(cut-off ) был проведен ROC-анализ [19]. Ассо-
циации исследуемых АТ с РМЖ оценивали на 

основании величины отношения шансов (odds 
ratio, ОR) с доверительным интервалом (CI) при 
95% уровне значимости. Для оценки взаимосвя-
зей между уровнями специфичных АТ исполь-
зовали ранговую корреляцию по Спирмену.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Индивидуальные иммунологические фенотипы 
у женщин в постменопаузе

С помощью ROC-анализа рассчитали по-
граничные значения уровней IgA, специфич-
ных к Bp, Es, Pg, а также индивидуальных со-
отношений уровней указанных АТ, по которым 
сравниваемые группы имели наиболее значи-
мые различия (cut-off ). В таблице 1 представ-
лено распределение случаев по числу и частоте 
встречаемости с низким и высоким значениями 
уровней АТ и их соотношений в сравниваемых 
группах без учета возраста и курения.

Таблица 1. Число (n) и частота встречаемости (%) случаев с низким (≤) и высоким (>) уровнями антител к бензо[а]
пирену, эстрадиолу и прогестерону и их соотношений в сыворотке крови у здоровых женщин и больных раком 
молочной железы (РМЖ) в постменопаузе

Антитела, соотношения, 
комбинации соотношений

Больные РМЖ 
N=1284

Здоровые женщины 
N=400

χ2, (р) OR (95%CI)

n/% n/%

1.1. IgA-Bp  ≤ 3,0
>3,0

684/53,3
600/46,7

252/63,0
148/37,0

11,3 (0,0008)
0,7 (0,5–0,8)
1,5 (1,2–1,9)

1.2. IgA-Es  ≤ 3,0
> 3,0

715/55,7
569/44,3

222/55,5
178/44,5

0,0 (0,994)
1,0 (0,8–1,3)
1,0 (0,8–1,2)

1.3. IgA-Pg  ≤ 3,0
> 3,0

892/69,5
392/30,5

226/56,5
174/43,5

22,42 (<0,0001)
1,8 (1,4–2,2)
0,6 (0,5–0,7)

2.1. IgА-Bp/IgA-Es  ≤ 1,0
>1,0

619/48,2
665/51,8

238/59,5
162/40,5

15,11 (0,0001)
0,6 (0,5–0,8)
1,6 (1,3–2,0)

2.2. IgА-Bp/IgA-Pg  ≤ 1,0
>1,0

396/30,8
888/69,2

233/58,3
167/41,7

96,75 (<0,0001) 0,3 (0,2–0,4)
3,1 (2,5–3,9)

2.3. IgА-Es/IgA-Pg  ≤ 1,0
>1,0

375/29,2
909/70,8

207/51,8
193/48,2

67,55 (<0,0001) 0,4 (0,3–0,5)
2,6 (2,0–3,3)

3.1.  IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0
IgА-Es/IgА-Pg ≤ 1,0

241/18,8 163/40,8 79,6 (<0,0001) 0,3 (0,3–0,4)

3.2.  IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0
IgА-Es/IgА-Pg ≤ 1,0

134/10,4 44/11,0 0,1 (0,820) 0,9 (0,7–1,4)

3.3.  IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0
IgА-Es/IgА-Pg > 1,0

155/12,1 70/17,5 7,3 (0,007) 0,6 (0,5–0,9)

3.4.  IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0
IgА-Es/IgА-Pg > 1,0

754/58,7 123/30,8 94,5 (<0,0001) 3,2 (2,5–4,1)
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Высокие уровни IgA-Bp у больных РМЖ встре-
чались статистически значимо чаще, а IgA-Pg – 
реже, чем у здоровых женщин (OR=1,5 и OR=0,6, 
соответственно). По частоте обнаружения высо-
ких и низких значений уровней IgA-Es сравни-
ваемые группы не различались.

Анализ индивидуальных соотношений уров-
ней исследуемых  АТ оказался более информатив-
ным (позиции 2.1–2.3). Максимальные разли-
чия между здоровыми женщинами и больными 
РМЖ выявлены для соотношений IgA-Bp/IgA-Pg 
и IgA-Es/IgA-Pg. Когда уровни IgA-Bp и IgA-Es 
превышали уровни IgA-Pg значения OR, состав-
ляли 3,1 и 2,6 соответственно. Если уровни IgA-Pg 
превышали таковые IgA-Bp и IgA-Es, риск РМЖ 
снижался до OR=0,3 и OR=0,4.

Однако, это утверждение соответствовало 
действительности только при определенных 
индивидуальных комбинациях указанных соот-
ношений. Риск возникновения РМЖ снижался 

(OR=0,3) только тогда, когда уровни и IgA-Bp, 
и IgA-Es одновременно были ниже, чем уровни 
IgA-Pg (позиция 3.1). Такой индивидуальный им-
мунологический фенотип обозначили как «про-
тективный». Высокий риск РМЖ (OR=3,2) выяв-
лен только в тех случаях, когда уровни и IgA-Bp, 
и IgA-Es одновременно были выше, чем уровень 
IgA-Pg (позиция 3.4). Такой иммунологический 
фенотип обозначили как «проканцерогенный». 
Если уровень IgA-Pg был ниже, чем IgA-Bp, но 
выше, чем IgA-Es (позиция 3.2), значение OR со-
ставляло 0,9 (0,7–1,4), т. е. риск РМЖ отсутство-
вал. Если уровень IgA-Pg был выше, чем IgA-Bp, 
но ниже, чем IgA-Es (позиция 3.3) значение OR 
составляло 0,6 (0,5–0,9). В этих случаях прокан-
церогенное действие IgA-Bp или IgA-Es было 
компенсировано высокими уровнями IgA-Pg, 
поэтому такие иммунологические фенотипы 
обозначены как «компенсаторные» первого типа 
и второго типа соответственно.

Таблица 2. Распределение женщин в сравниваемых группах по факторам «возраст» и «курение»

Возраст (лет) 
Курение (+/–) 

Больные РМЖ 
N=1284

Здоровые женщины 
N=400

χ2, (р)

n/% n/%

1.1. Курение – 1179/91,8 355/88,8
3,2 (0,746)

1.2. Курение + 105/8,2 45/11,2

2.1. Возраст ≤ 59 476/37,1 268/67,0
109,6 (<0,0001)

2.2. Возраст > 59 808/62,9 132/33,0

Таблица 3. Число (n) и частота встречаемости (%) низких (≤) и высоких (>) значений соотношений исследуемых 
антител в зависимости от фактора курения у здоровых женщин и больных раком молочной железы (РМЖ) в пост-
менопаузе

Комбинация 
соотношений 
антител

Больные РМЖ 
N=1284

Здоровые женщины 
N=400

Курение +
N=105

Курение –
N=1179

Курение +
N=45

Курение –
N=355

n/% n/% n/% n/%
1.  IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0

IgA-Es/IgA-Pg ≤ 1,0 13/12,4 228/19,3 15/33,6 148/41,7

2.  IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0
IgA-Es/IgA-Pg ≤ 1,0 9/8,6 125/10,6 2/4,4 42/11,8

3.  IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0
IgA-Es/IgA-Pg >1,0 14/13,3 141/12,0 13/28,9 57/16,1

4.  IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0
IgA-Es/IgA-Pg > 1,0 69/65,7 685/58,1 15/33,6 108/30,4

χ2 (р), df=3 3,970 (0,265) 6,534 (0,089)
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Влияние курения и возраста на формирование 
иммунологических фенотипов у женщин 

в постменопаузе
Распределение женщин в сравниваемых груп-

пах по курению и возрасту представлено в та-
блице 2. Выяснилось, что доля курящих женщин 

среди здоровых (11,2%) соответствовала таковой 
среди больных РМЖ (8,2%, р>0,05). В то же вре-
мя женщин старше 59 лет (cut-off ) среди больных 
РМЖ было больше (62,9%), чем среди здоровых 
(33,0%, р<0,0001). Частота встречаемости каж-
дой из четырех выделенных выше индивидуаль-

Таблица 4. Число (n) и частота встречаемости (%) комбинаций низких (≤) и высоких (>) значений соотношений 
исследуемых антител в зависимости от фактора возраста у здоровых женщин и больных раком молочной железы 
(РМЖ) в постменопаузе

Комбинация 
соотношений 
антител

Больные РМЖ N=1284 Здоровые женщины N=400
≤50 51–60 61–70 >70 ≤50 51–60 61–70 >70

N=69 N=475 N=484 N=256 N=47 N=243 N=96 N=14
n/% n/% n/% n/% n/% n/% n/% n/%

1.  IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0
IgA-Es/IgA-Pg ≤ 1,0 8/11,6 95/20,0 87/18,0 51/19,9 23/48,9 86/35,4 48/50,0 6/42,9

2.  IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0
IgA-Es/IgA-Pg ≤ 1,0 10/14,5 44/9,3 52/10,7 28/10,9 3/6,4 31/12,8 8/8,3 2/14,3

3.  IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0
IgA-Es/IgA-Pg >1,0 9/13,0 57/12,0 59/12,2 30/11,7 10/21,3 41/16,9 16/16,7 3/21,4

4.  IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0
IgA-Es/IgA-Pg > 1,0 42/60,9 279/58,7 286/59,1 147/57,4 11/23,4 85/35,0 24/25,0 3/21,4

χ2 (р), df=9 4,667 (>0,05) 11,133 (>0,05)

Таблица 5. Влияние индивидуальных особенностей образования антител к бензо[а]пирену, эстрадиолу и прогестеро-
ну на риски возникновения рака молочной железы у женщин в постменопаузе в различных возрастных подгруппах

Возраст, 
комбинация соотношений 
уровней антител

Больные 
РМЖ

Здоровые 
женщины

χ2 (p) OR (95% CI)

n/% n/%
1. ≤ 59 лет N=476 N=268
1.1.  IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0

IgA-Es/IgA-Pg ≤ 1,0
89/18,7 99/36,9 29,26 (<0,0001) 0,4 (0,3–0,6)

1.2.  IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0
IgA-Es/IgA-Pg ≤ 1,0

48/10,1 32/11,9 0,44 (0,508) 0,8 (0,5–1,3)

1.3.  IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0
IgA-Es/IgA-Pg >1,0

60/12,6 48/17,9 3,47 (0,062) 0,7 (0,4–1,0)

1.4.  IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0
IgA-Es/IgA-Pg > 1,0

279/58,6 89/33,2 43,26 (<0,0001) 2,8 (2,1–3,9)

2. > 59 лет N=808 N=132
2.1.  IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0

IgA-Es/IgA-Pg ≤ 1.0
152/18,8 64/48,5 54,78 (<0,0001) 0,2 (0,2–0,4)

2.2.  IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0
IgA-Es/IgA-Pg ≤ 1,0

86/10,6 12/9,1 0,15 (0,698) 1,2 (0,6–2,2)

2.3.  IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0
IgA-Es/IgA-Pg >1,0

95/11,8 22/16,7 2,08 (0,149) 0,7 (0,4–1,1)

2.4.  IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0
IgA-Es/IgA-Pg > 1,0

475/58,8 34/25,8 48,54 (<0,0001) 4,1 (2,7–6,2)

А. Н. Глушков и др. 
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ных комбинаций соотношений исследуемых АТ 
не различалась значимо (р>0,05) между курящи-
ми и некурящими женщинами (таб. 3).

Распределение выделенных комбинаций ис-
следуемых АТ по четырем возрастным подгруп-
пам оказалось равновесным (р>0,05), как у здо-
ровых женщин, так и у больных РМЖ (таб. 4).

Расчет рисков РМЖ у женщин моложе и стар-
ше 59 лет показал следующее (табл. 5). Мини-
мальные значения OR (0,4–0,2) выявлены при 
высоких уровнях IgA-Pg, превышающих уровни 
и IgA-Bp, и IgA-Es (позиции 1.1 и 2.1). Макси-
мальные значения OR (2,8–4,1) –  при высоких 
уровнях IgA-Bp и IgA-Es, превышающих уровни 
IgA-Pg (позиции 1.4 и 2.4). С учетом 95% CI по 
указанным значениям OR риски РМЖ были оди-
наковыми у женщин моложе и старше 59 лет.

По промежуточным позициям различий меж-
ду сравниваемыми группами не было.

Влияние сывороточных IgA-Bp на образование 
IgA-Es и IgA-Pg у женщин в постменопаузе

Исследовали зависимость образования IgA-
Es и IgA-Pg от содержания IgA-Bp в сыворотке 

крови женщин в постменопаузе с различным 
иммунологическим фенотипом (таб. 6).

Искомые взаимосвязи с высокими коэффи-
циентами корреляции (rs=0,77–0,95) были вы-
явлены у здоровых женщин и больных РМЖ 
при любом иммунологическом фенотипе. Од-
нако, возрастание уровней IgA-Es и IgA-Pg при 
возрастании уровней IgA-Bp было выражено 
сильнее при протективном фенотипе и компен-
саторном второго типа, чем при проканцероген-
ном фенотипе и при компенсаторном первого 
типа, о чем свидетельствуют коэффициенты a 
в уравнениях линейной регрессии.

Очевидно, что применение антиканцеро-
генных вакцин показано прежде всего у жен-
щин с проканцерогенным иммунологическим 
фенотипом, ассоциированным с максималь-
ным риском РМЖ. Влияние IgA-Bp на уровни 
IgA-Es и IgA-Pg у них значительно меньше, чем 
у женщин с протективным иммунофенотипом 
и минимальным риском РМЖ, как это видно по 
уравнениям линейной регрессии. Однако воз-
растание уровней IgA-Es при возрастании уров-
ней IgA-Bp оказалось более выраженным (ко-

Таблица 6. Зависимость уровней IgA-Es и IgA-Pg от уровней IgA-Bp при различных иммунологических феноти-
пах у здоровых женщин и больных раком молочной железы (РМЖ) в постменопаузе

Иммунологический 
фенотип

x y Больные РМЖ 
N=1284

Здоровые женщины 
N=400

rs (p) y=a*x+b rs y=a*x+b
1. Протективный

IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0 IgA-Bp IgA-Es 0,86 
(<0,0001) y = 0,93x + 0,22 0,83 

(<0,0001) y = 1,05x + 0,33

IgA-Es/IgA-Pg ≤ 1,0 IgA-Bp IgA-Pg 0,84 
(<0,0001) y = 1,58x + 0,46 0,77 

(<0,0001) y = 1,40x + 1,15

2. Компенсаторный первого типа

IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0 IgA-Bp IgA-Es 0,86 
(<0,0001) y = 0,29x + 0,94 0,80 

(<0,0001) y = 0,22x + 1,0

IgA-Es/IgA-Pg ≤ 1,0 IgA-Bp IgA-Pg 0,92 
(<0,0001) y = 0,41x + 1,09 0,88 

(<0,0001) y = 0,28x + 1,33

3. Компенсаторный второго типа

IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1,0 IgA-Bp IgA-Es 0,90 
(<0,0001) y = 1,39x + 0,64 0,89 

(<0,0001) y = 1,91x + 0,02

IgA-Es/IgA-Pg >1,0 IgA-Bp IgA-Pg 0,95 
(<0,0001) y = 1,12x + 0,31 0,90 

(<0,0001) y = 1,31x + 0,32

4. Проканцерогенный

IgA-Bp/IgA-Pg > 1,0 IgA-Bp IgA-Es 0,78 
(<0,0001) y = 0,71x + 0,86 0,83 

(<0,0001) y = 0,73x + 0,91

IgA-Es/IgA-Pg > 1,0 IgA-Bp IgA-Pg 0,77 
(<0,0001) y = 0,45x + 0,34 0,84 

(<0,0001) y = 0,44x + 0,54
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эффициент a=0,73), чем возрастание уровней 
IgA-Pg (a=0,44) у здоровых, a=0,71 и a=0,45, 
соответственно у больных РМЖ.

ОБСУЖДЕНИЕ

Впервые введено понятие иммунологическо-
го фенотипа в отношении химического канцеро-
генеза у человека. Выделено 4 основных имму-
нологических фенотипа:

– протективный, ассоциированный с мини-
мальным канцерогенным риском, при котором 
взаимно усиливающее действие АТ к Bp и к Es, 
стимулирующее канцерогенез (иммунологиче-
ская интерференция), полностью сбалансировано 
действием АТ к Pg, угнетающим канцерогенез;

– компенсаторные I и II типов, при которых 
стимулирующие эффекты АТ к Bp или к Es, ча-
стично сбалансированы угнетающим действием 
АТ к Pg;

– проканцерогенный, ассоциированный с вы-
соким канцерогенным риском, при котором име-
ет место дисбаланс между выраженным совмест-
ным стимулирующим действием АТ к Bp и к Es 
и слабым угнетающим действием к Pg.

Настоящие результаты подтверждают полу-
ченные ранее на меньших по количеству выбор-
ках (без учета факторов курения и возраста) [17].

Установлено, что формирование индивиду-
ального иммунологического фенотипа не зави-
сит (или слабо зависит) от интенсивности внеш-
него канцерогенного воздействия (курения) и от 
возраста и, очевидно, детерминировано персо-
нальным генотипом, определяющим образова-
ние АТ, специфичных к низкомолекулярным 
ксено- и эндобиотикам, участвующим в химиче-
ском канцерогенезе.

Полученный результат соответствует извест-
ным данным об отсутствии влияния курения 
на содержание ДНК-аддуктов с полицикличе-
скими ароматическими углеводородами в нор-
мальной и малигнизированной ткани молочной 
железы и периферических лейкоцитах [3, 4]. 
Очевидно, индивидуальный фенотип –  это кон-
ституционная генетически детерминированная 
характеристика организма, определяющая ба-
ланс между АТ с протективными и проканцеро-
генными функциями.

Основным свойством вакцин для иммуно-
профилактики рака по мнению большинства 
исследователей [13, 14, 15] должна быть способ-
ность индуцировать синтез секреторных, но не 
сывороточных АТ против химических канцеро-
генов окружающей среды. В то же время у 37% 

здоровых женщин выявлен повышенный уро-
вень IgA-Bp в сыворотке крови, у 41,7% уровень 
IgA-Bp превышал таковой IgA-Pg (таб. 1). Кро-
ме того, превышение уровней IgA-Bp и IgA-Es 
над IgA-Pg ассоциировано с высоким риском 
раком легкого у женщин в постменопаузе [17]. 
Данные свидетельствуют о большой вероят-
ности стимуляции образования сывороточных 
IgA-Bp под действием вакцин против Bp с по-
следующим возрастанием риска возникновения 
РМЖ и рака легкого.

Наряду с этим необходимо учитывать на-
личие прямых взаимосвязей IgA-Bp с IgA-Es 
и IgA-Pg [20], которые в свою очередь, оказа-
лись взаимосвязанными с содержанием Es и Pg 
в сыворотке крови больных РМЖ [21].

В настоящем исследовании обнаружили ха-
рактерные особенности взаимосвязей IgA-Es 
и IgA-Pg с IgA-Bp при различных иммунологи-
ческих фенотипах. В частности, при проканце-
рогенном фенотипе возрастание уровней IgA-
Es с повышением IgA-Bp более выражено, чем 
возрастание IgA-Pg.

Содержание иммунологического фенотипа 
будет дополняться с учетом участия в его фор-
мировании соответствующих антиидиотипиче-
ских АТ, выявленных ранее у здоровых людей 
и больных раком [22].

Исследование иммунологических фенотипов 
целесообразно учитывать в разработке перспек-
тивных средств активной иммунопрофилакти-
ки рака, в первую очередь, для предупреждения 
возможных негативных последствий примене-
ния антиканцерогенных вакцин.
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ВВЕДЕНИЕ

Гетерогенность нейтрофильных гранулоцитов 
(НГ), наличие субпопуляций с широким спек-
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Нейтрофильные гранулоциты (НГ) с различной рецепторной оснащенностью, представляют 
собой гетерогенные субпопуляции отличающиеся по своим биологическим свойствам и роли в па-
тогенезе иммунозависимых заболеваний. В результате исследований нами получены новые данные 
о фенотипических особенностях субпопуляций НГ, несущих молекулы CD64, CD32, CD16 и CD11b, 
характерных для новорожденных и детей по сравнению с группой условно-здоровых взрослых субъ-
ектов. Установлено, что в периферической крови здоровых доношенных новорожденных, услов но-
здо ровых детей разных возрастных групп и взрослых циркулируют две основные субпопуляции НГ –  
мажорная с фенотипом СD64–CD16+CD32+CD11b+ и минорная СD64+CD16+CD32+CD11b+ с разной 
плотностью экспрессии рецепторов. Показано, что для каждой из исследуемых групп характерен свой 
фенотипический профиль, возможно оптимальный, для выполнения НГ эффекторных функций. 
Так у новорожденных определены субпопуляции с фенотипами СD64–CD16dimCD32dimCD11bbrightНГ 
и СD64dimCD16midCD32brightCD11bbrightНГ; у детей 2–4 лет СD64–CD16brightCD32dimCD11bbrightНГ 
и СD64midCD16brightCD32dimCD11bbrightНГ; у детей 5–9 лет СD64–CD16midCD32dimCD11bdimНГ и СD64dim

CD16brightCD32midCD11bdimНГ и у группы здоровых взрослых СD64–CD16midCD32dimCD11bdimНГ 
и СD64brightCD16dimCD32midCD11bdimНГ. Установлено, что НГ новорожденных и детей разных воз-
растных групп имеют схожую плотность экспрессии рецепторов СD64, CD16, CD32, CD11b на 
мажорной и минорная субпопуляциях, в то время как субпопуляции НГ здоровых взрослых осна-
щены по-разному. Изучение рецепторов при физиологических состояниях с учетом возрастных 
особенностей, необходимо для правильной интерпретации трансформации фенотипа, изменения 
поверхностной экспрессии при различных патологических состояниях.
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тром фенотипов и, соответственно, с разными 
функциями, в настоящее время не вызывают со-
мнения. Регулирование функций НГ может про-
исходить за счет факторов микроэкологической 
модуляции, которые влияют на фенотип и функ-
ции зрелых клеток, а также изменяют дифферен-
цировку и / или созревание клеток [1–5].

НГ в циркулирующей крови находятся в со-
стоянии покоя, характеризуются минимальной 
транскрипционной активностью и ограничен-
ной способностью реагировать на активирующие 
раздражители. При воздействии праймирующих 
агентов НГ, обладая необычайной пластично-
стью, быстро подвергаются активации (синтезу 
цитокинов, медиаторов и ферментов, экспрессии 
рецепторов), которые опосредуют последующие 
фенотипические и функциональные изменения, 
необходимые для осуществления адекватного 
иммунного ответа. В последнее время растет ин-
терес к исследованию поверхностных антигенов, 
изучению и идентификации функционально-
зна чи мых рецепторов, что имеет большое значе-
ние для углубленного анализа как гетерогенных 
субпопуляций НГ, так и установление их роли 
в патогенезе иммунозависимых заболеваний.

С этой точки зрения, огромный интерес пред-
ставляют Fcγ – (CD64, CD32, CD16) и CD11b 
рецепторы. Активация этих рецепторов приво-
дит к сложным процессам клеточной активации 
и элиминации, таким как фагоцитоз, экзоцитоз 
внутриклеточных гранул, продуцирование ак-
тивных форм кислорода (ROS), антителоза-
висимая клеточная цитотоксичность (АЗКЦ), 
высвобождение внеклеточных ловушек НГ 
(NETs), а также дополнительные ответы, такие 
как хемотаксическая миграция или выделение 
хемокинов и цитокинов [6, 7]. Так, низкоаф-
финные CD16(FcγRIII), CD32(FCγRII) играют 
важную роль во взаимодействии НГ с иммун-
ными комплексами [8]. FcγRIIIB осуществля-
ют начальный контакт и связывание иммунных 
комплексов in vivo [9], затем происходит полная 
активация НГ посредством синергического ли-
гирования как FcγRIIA, так и FcγRIIIB, чтобы 
получить полное ингибирование ответов НГ 
необходимо удалить или заблокировать оба ре-
цептора [10]. Высокоаффинный рецептор CD64 
(FcγRI), способен связывать IgG1, IgG3 и IgG4 
в мономерной форме, на ранних стадиях грану-
лопоэза, а на зрелых НГ условно здоровых субъ-
ектов он представлен на очень низком уровне 
(~1400 рецепторов на клетку). Экспрессия на 
поверхности НГ индуцируется в ответ на ком-

поненты микробной стенки (LPS), компонен-
ты комплемента и некоторые цитокины (IFNγ, 
TNFα, IL8, IL12), которые сопровождают раз-
витие бактериальных инфекций [11, 12].

CD11b (рецептор комплемента 3, CR3) свя-
зывает большое количество физиологических 
лигандов и участвует в многочисленных функ-
циях НГ. Функционально CD11b (в присутствии 
субъединицы CD18) регулирует адгезию и ми-
грацию НГ, является рецептором для C3bi, опо-
средующим поглощение и фагоцитоз и воспали-
тельный ответ. Использование CD11b-ан ти тел 
позволило идентифицировать CD11b в качестве 
рецептора для гам ма-цепи фибриногена, фак-
тора Х и ICAM1, доказывая участие в кле точ но-
опо сре до ван ной цитотоксичности, хемотаксисе 
и фагоцитозе [13].

В современной научной литературе суще-
ствуют разные спорные данные по количеству 
НГ и плотности экспрессии данных рецепторов. 
Кроме того, CD64 рецептор был хорошо иссле-
дован только в неонатологии, и был предложен 
для выявления сепсиса у недоношенных и до-
ношенных новорожденных [14–17]. Есть дан-
ные, демонстрирующие как более высокие, так 
и аналогичные параметры экспрессии CD64 НГ 
новорожденных детей по сравнению со здоро-
выми взрослыми [18, 19]. Сообщалось о более 
высоком проценте CD64+НГ, но с одинаковой 
интенсивностью экспрессии у недоношенных 
новорожденных в сравнении с взрослыми [20]. 
Опубликованы данные об отсутствие разницы 
в плотности экспрессии CD64 у недоношенных, 
здоровых доношенных новорожденных и взрос-
лых субъектов [21].

Аналогичные вариации сравнительных ре-
зультатов у новорожденных и взрослых о бо-
лее высокой, более низкой и сходной экспрес-
сии можно найти в работах по изучению CD16 
(FcγRIII), CD32 (FCγRII) и СD11b [18–22; 24]. 
Отмечено, что CD16 антиген может быть шед-
дингован с поверхности НГ в результате вос-
паления, при септицемии, респираторном ди-
стресс-синд роме [22, 25]. И наоборот, чрезмерно 
активная манипуляция c НГ (центрифугирова-
ние, выделение на градиенте плотности, шей-
кирование и т. д.) может высвобождать внутри-
клеточные пулы хранения CD16, что вызывает 
искусственное увеличение его поверхностной 
экспрессии [26]. Авторами de Hass M. и др. со-
общалось о пациентах с наследственными ауто-
иммунными заболеваниями, на поверхностной 
мембране НГ которых полностью отсутствовал 
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CD16, что, тем не менее, не было связано с по-
вышенным риском инфицирования [27]. Разные 
данные об экспрессии CD11b также могут быть 
связаны с тем, что этот антиген имеет обширный 
внутриклеточный пул хранения, который может 
высвобождаться на поверхность НГ при актива-
ции или чрезмерной манипуляции [28–30].

Имеются спорные литературные данные об 
уровнях CD64, CD16, CD32, CD11b рецепто-
ров на НГ новорожденных и взрослых лиц. При 
этом полностью отсутствует научная информа-
ция об экспрессии CD64, CD16, CD32, CD11b 
на поверхностной мембране НГ у детей разных 
возрастных групп, а также о плотности их экс-
прессии. В связи с изложенным, изучение этой 
субпопуляции НГ в процессе постнатального он-
тогенеза у детей требует дальнейших исследова-
ний. Следует подчеркнуть, что изучение данной 
группы рецепторов НГ при физиологических со-
стояниях, проводимое с учетом возрастных осо-
бенностей, необходимо для правильной интер-
претации трансформации фенотипа, изменений 
поверхностной экспрессии рецепторов, при па-
тологических состояниях, а также для уточнения 
возможностей дальнейшего перепрограммиро-
вания НГ в терапевтических целях.

Целью исследования явилось изучение суб-
популяций нейтрофильных гранулоцитов и их 
фенотипических характеристик у здоровых до-
ношенных новорожденных, условно-здоровых 
детей различных возрастных групп и условно-
здоровых взрослых субъектов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование было проведено на образцах 
периферической крови, полученных у 79 чело-
век: 22 здоровых новорожденных обоего пола 
(10 девочек, 12 мальчиков, в возрасте от 3–6 
суток, массой тела 2880–4370 г., гестационный 
возраст – 38–40 недель); 10 условно-здоровых 
детей (2–4 лет, 5 девочек и 5 мальчиков); 17 де-
тей (5–9 лет, 10 девочек, 7 мальчиков) и 20 ус-
лов но-здо ровых взрослых добровольцев обоего 
пола (от 19–48 лет). У всех исследуемых или их 
родителей (опекунов) было получено инфор-
мированное согласие на участие в исследова-
нии и забор крови согласно Хельсинкской де-
кларации Всемирной медицинской ассоциации 
(WMA Declaration of Helsinki –  Ethical Principles 
for Medical Research Involving Human Subjects, 
2013). Были сформированы следующие группы: 
группа 1 – здоровые доношенные новорожден-
ные; группа 2 – условно здоровые дети 2–4 лет; 

группа 3 – условно здоровые дети 5–9 лет; груп-
па 4 –  условно-здоровые взрослые субъекты. 
Оценивали %НГ, одновременно экспрессирую-
щих CD64, CD16, CD32, CD11b, интенсивность 
флуоресценции этих молекул (MFI) методом 
проточной цитометрии (CYTOMICS FC500, 
Beckman Coulter, США) с использованием 
конъ югатов МКАТ CD16-ECD, CD64-FITC, 
CD32-PE и CD11b-PC5 («Beckman Coulter In-
ternational S. A.», Франция). Субпопуляции НГ 
определяли методом последовательного гейти-
рования. Для отображения статистически зна-
чимых различий значений MFI в субпопуляци-
ях НГ, для каждого из изучаемых рецепторов, 
кроме числовых показателей, использовали 
условные термины отражающие интенсивность 
флюоресценции (bright –  яркий, mid –  средний, 
dim –  низкий). Обработка результатов проводи-
лась с использованием пакета прикладных про-
грамм «IBM SPSS Statistic 20». Для сравнения 
групп по количественным признакам использо-
вали непараметрические критерии: U-критерий 
Манна-Уитни и критерий Вилкоксона. При ста-
тистической обработке данных различия счита-
ли статистически значимыми при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Установлено, что у детей различных возраст-
ных групп и условно-здоровых субъектов в пе-
риферической крови (ПК) циркулируют две 
основные субпопуляции НГ –  мажорная СD64– 

CD16+CD32+CD11b+ и минорная с фенотипом 
СD64+CD16+CD32+CD11b+ с разной плотно-
стью экспрессии изучаемых рецепторов.

Так выявлено, что у группы доношенных здо-
ровых новорожденных уровень общего количе-
ства лейкоцитов составил 12,30 (10,81; 13,71) × 
109/л, а относительное количество НГ 52,9 (48,3; 
56,26)%. При этом 96,5 (94,85; 97,60)% НГ бы- 
ло представлено субпопуляцией СD64–CD16+ 

CD32+ CD11b+ с уровнем экспрессии CD16 –  58,6 
(36,23; 77,50), MFI CD32 –  6,66 (5,48; 7,40) и MFI 
CD11b – 20,05 (17,03; 25,00). Субпопуляция 
СD64+CD16+CD32+CD11b+ встречалась в группе 
1 в 1,28 (0,98; 2,50)% случаев, в норме являлась 
малочисленной, но хорошо оснащенной, на уров-
не мажорной субпопуляции, CD16, CD32, CD11b 
и дополнительным CD64 рецепторами. Так MFI, 
для СD64 составила 4,9 (3,91; 6,26), а для CD16 –  
54,4 (39,08; 73,78), для СD32–8,91 (7,76; 9,94) 
и СD11b – 23,35 (20,20; 27,48). (рис. 1а).

Исследуемые образцы крови группы 2 (детей 
2–4 лет) имели морфологические особенности 
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характерные для этого возрастного периода, ког-
да еще не произошел второй физиологический 
перекрест: общее количество лейкоцитов – 7,25 
(6,67; 8,25) × 109/л, преобладание лимфоцитов –  
50,0 (47,50; 55,00)% и сниженный уровень НГ –   
41,0 (37,0; 47,0)% в ПК. При этом, относитель-
ное содержание как СD64–CD16+CD32+CD11b+, 
так и СD64+CD16+ CD32+CD11b+НГ не отлича-
лось от показателей группы 1 (p>0,05). Одна-
ко, обе субпопуляции НГ в этой группе 2, от-
личались более высоким уровнем плотности 
экспрессии CD16, особенно выраженном на 
СD64–CD16+CD32+CD11b+НГ (таб. 1; рис. 1б). 
Так, субпопуляция СD64–CD16+ CD32+CD11b+ 

НГ группы 2 была в 2,26 раза интенсивней 
оснащена СD16 (р<0,05) и имела схожие зна-
чения MFI CD32 и MFI CD11b с показателя-
ми группы 1 (р1>0,05; р2>0,05). Субпопуляция 

СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ также отличалась 
достоверным повышением MFI CD16 в 1,68 раза 
и MFI CD64 в 1,9 раз (p1<0,05; p2<0,05) и тен-
денцией снижения MFI CD32 и MFI CD11b 
(p>0,05) (таб. 1, рис. 1а, б)

Показатели морфологической картины кро-
ви группы 3 (детей 5–9 лет) отражали сниже-
ние общего количества лейкоцитов до 5,5 (5,00; 
6,15) × 109/л и повышение количества НГ до 
48,78 (44,0; 54,0)%, наблюдаемые после второго 
физиологического перекреста. Анализ изучае-
мых показателей субпопуляций НГ позволил 
выявить снижение количества СD64+CD16+ 

CD32+CD11b+ НГ в 2 раза по сравнению с пока-
зателями группы 1 новорожденных и 2,92 раза 
с группой 2 детей младшего возраста (p1<0,05; 
p2<0,05). Так же отмечено незначительное сни-
жение СD64–CD16+CD32+CD11b+НГ до 93,3 

Таблица 1. Субпопуляции нейтрофильных гранулоцитов и плотность экспрессии поверхностных рецепторов 
СD64, CD16, CD32, CD11b у здоровых доношенных новорожденных, условно-здоровых детей разных возрастных 
групп и условно-здоровых взрослых субъектов

Здоровые доношенные 
Новорождённые 

Группа 1

Здоровые дети 
2–4 лет 

Группа 2

Здоровые дети 
5–9 лет 

Группа 3

Здоровые взрослые 
Группа 4

СD64–D16+СD32+CD11b+ 
Me (Q1; Q3)

%НГ 96,5* 
(94,85; 97,30)

96,01* 
(95,58; 97,60)

93,3*V 
(91,30; 95,20)

92,1 
(91,08; 92,98)

MFI CD16 58,6 
(36,23; 77,50)

132,5*■ 
(117,5; 144,50)

83,7* V #● 
(79,0; 99,30)

71,05 
(62,05; 74,13)

MFI СD32 6,66 
(5,48; 7,40)

5,06* 
(4,34; 6,18)

6,14* 
(5,63; 9,88)

7,01 
(6,31; 7,89)

MFI CD11b 20,05* 
(17,03; 25,00)

22,4 
(12,18; 25,75)

17,5 
(14,70; 21,0)

12,75 
(10,65; 15,53)

СD64+CD16+СD32+CD11b+ 
Me (Q1; Q3)

%НГ 1,25* 
(0,98; 2,50)

1,75*■ 
(1,40; 1,93)

0,6V# 
(0,20; 0,70)

0,5 
(0,40; 0,68)

MFI CD64 4,90* 
(3,91; 6,26)

9,35■ 
(9,24; 9,57)

6,1*V 
(4,34; 7,03)

12,4 
(10,85; 14,63)

MFI CD16 54,4* 
(39,08; 73,48)

91,55*■
(82,18;106,48)

83,4*V● 
(70,20; 99,30)

14,05 
(10,08; 32,20)

MFI СD32 8,91* 
(7,66; 9,94)

6,51* 
(5,02; 8,92)

9,54V 
(7,77; 15,40)

11,25 
(10,43; 15,9)

MFI CD11b 23,35* 
(20,2; 27,48)

19,8 
(13,40; 26,93)

13,3 
(8,80; 25,50)

15,4 
(12,65; 17,33)

Примечание: * –  достоверность отличия показателей от значений группы 4, р<0,05; ■ –  достоверность отличия показателей груп-
пы 1 от группы 2, р<0,05; # –  достоверность отличия показателей группы 1 от группы 3, р<0,05; V –  достоверность отличия по-
казателей группы 2 от группы 3, р<0,05; ● –  достоверность отличия показателей группы 3 от группы 4, р<0,05.
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(91,30; 95,20)% (p>0,05) (таб. 1, рис. 1а, б,  в). 
НГ мажорной и минорной субпопуляции груп-
пы 3 имели сходные значения MFI CD16, CD32, 
CD11b (рис. 1а, б, в; таб. 1). При этом регистри-
ровалась более высокая MFI CD16 в обеих суб-
популяциях НГ по сравнению с показателями 
группы 1, и напротив, более низкая в сравнении 
со значениями группы 2 (p1<0,05; p2<0,05). По-
казатели MFI CD32 и MFI CD11b субпопуляции 
СD64–CD16+CD32+CD11b+ НГ сохранялись на 
том же уровне, что и в группе 1 и 2 (рис. 1а, б, в). 
Для минорной субпопуляции характерно сни-
жение MFI CD64 и MFI CD11b как в сравнении 
с показателями группы 1, так и группы 2, на фоне 
незначительного повышения MFI CD32 (таб. 1).

При исследовании образцов крови условно-
здоровых взрослых субъектов показано, что суб-
популяция СD64–CD16+CD32+CD11b+НГ пред-
ставлена 92,10 (91,08; 92,98)% НГ, а СD64+CD16+ 

CD32+CD11b+ НГ составляют лишь 0,5 (0,40; 
0,68)%. В отличие от исследуемых групп детей 

субпопуляции НГ в группе 4 были по-разному 
оснащены изучаемыми рецепторами (рис. 1г). 
Так, выявлено, что СD64–CD16+CD32+CD11b+ 
НГ в 5 раз интенсивней экспрессирует CD16 
(p<0,05) в 1,6 раз ниже CD32 (p<0,05) по сравне-
нию с субпопуляцией СD64+CD16+CD32+CD11b+ 
НГ, при одинаковом уровне CD11b (p>0,05). 
СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ здоровых взрос-
лых имеют наиболее высокий MFI CD64 –  12,4 
(10,85; 14,63), самый низкий MFI CD16 –  14,05 
(10,08; 32,2) в сравнении с показателями других 
групп (рис. 1г).

Установлено, что уровень экспрессии СD16 
рецепторов НГ с фенотипом СD64–CD16+ CD32+ 

CD11b+ здоровых взрослых составил 71,05 (62,05; 
74,13), но достоверно не отличался от показа-
телей доношенных новорожденных, был ниже 
в 1,2  раза значений группы 3 (детей 5–9 лет) 
и в 2 раза группы 2 (дети 2–4 года) (p1<0,05; 
p2<0,05). Уровень экспрессии СD11b на НГ ма-
жорной субпопуляции достоверно не отличался 
от показателей группы 3 и был в 1,6 раз ниже 

Рис 1. Плотность экспрессии СD64, CD16, CD32, CD11b 
рецепторов мажорной и минорной субпопуляции ней-
трофильных гранулоцитов у здоровых новорожденных 
(группа 1), условно-здоровых детей 2–4 лет (группа 2), 
5–9 лет (группа 3) и условно-здоровых взрослых субъ-
ектов (группа 4).
Примечание: *р< 0,05;

Рис. 2. Динамика изменения уровня экспрессии рецепто-
ров субпопуляций нейтрофильных гранулоцитов СD64–

CD16+CD32+CD11b+ (а) и СD64+CD16+CD32+CD11b+ (б) 
в исследуемых группах здоровых доношенных новорож-
денных, условно-здоровых детей и условно-здоровых 
взрослых субъектов.
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MFI СD11b группы 1 и в 1,8 раз ниже значений 
регистрируемых в группе 2 (p1<0,05; p2<0,05) 
(рис. 2а).

Выявлено, что MFI СD16 рецепторов НГ 
субпопуляции с фенотипом СD64+CD16+CD32+ 

CD11b+ здоровых взрослых был в 3,9 раза ниже 
значений в группе 1, и в 6 раз ниже в группах 2 
и 3. (p1<0,05; p2<0,05; p3<0,05) (рис. 2б). Уровень 
экспрессии СD11b на НГ минорной субпопу-
ляции не отличался от показателей группы 3 
и группы 2 и был в 1,5 раз ниже значений MFI 
СD11b группы 1. При этом, уровень оснащения 
CD64 в исследуемой группе 1 был в 2,5 раза ниже, 
в группе 2 –   в 1,3 раза, в группе 3 в 3 раза ниже по 
сравнению с параметрами НГ взрослой группы. 
(таб. 1; рис. 2б).

Таким образом, сравнительный анализ уров-
ня экспрессии рецепторов субпопуляций НГ 
с фенотипом СD64–CD16+CD32+CD11b+, и осо-
бенно СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ, в изучае-
мых группах новорожденных детей, детей разных 
возрастных групп и здоровых взрослых демон-
стрирует разную оснащенность CD16 и CD11b 
рецепторами и более стабильный уровень экс-
прессии CD32 (рис. 2б).

ОБСУЖДЕНИЕ

По результатам сравнительного анализа вы-
явлено, что обе субпопуляции НГ (мажорная 
и минорная) в исследуемых группах имеют фе-
нотипические особенности, что объясняется со-
стоянием иммунной системы характерной для 
каждого изучаемого периода, преобладающими 
или наиболее оптимальными эффекторными ме-
ханизмами НГ в каждый возрастной период. Ис-
пользуя для визуализации различий плотности 
экспрессии рецепторов термины, отражающие 
разницу значений MFI (bright –  яркий, mid –  
средний, dim –  низкий), показано, что НГ группы 
здоровых взрослых представлены субпопуляция-
ми с фенотипами СD64–CD16midCD32dimCD11bdim 
НГ и СD64brightCD16dimCD32midCD11bdimНГ. Такое 
оснащение НГ обеспечивает ограниченный от-
вет и защищает от необоснованных воспалитель-
ных реакций и повреждения тканей. Показатели 
уровня экспрессии НГ мажорной субпопуляции 
группы детей 5–9 лет после физиологическо-
го перекреста представлена фенотипом СD64–

CD16midCD32dimCD11bdimНГ и имеет значения 
схожие по оснащению с субпопуляцией взрослых 
лиц. Минорная субпопуляция этой возрастной 
группы 3 имеет низкий уровень СD64 и высо-
кий CD16 рецептор, отвечающий за цитотокси-

ческую функцию НГ и представлена фенотипом 
СD64dimCD16brightCD32midCD11bdimНГ.

Для группы 1 доношенных новорожденных 
детей характерны фенотипы СD64–CD16dim 

CD32dimCD11bbright НГ и СD64dimCD16midCD32bright 

CD11bbrightНГ. Вероятно, такое оснащение объ-
ясняется незрелостью иммунной системы, вы-
соким уровнем лейкоцитов, НГ и возможностью 
реализации эффекторных функций путем за-
пуска фагоцитоза через распознавание неопсо-
низированного патогена через TLRs, такие как 
TLR4 (CD284), или взаимодействие с липополи-
сахаридом (LPS) грамотрицательных бактерий 
и TLR2 (CD282) с пептидогликаном, липотей-
хоевой кислотой грамположительных бактерий. 
Это, в свою очередь, может привести к регуля-
ции CD64, повышению экспрессии его на НГ, 
что приводит к запуску мощного окислительного 
взрыва и увеличению фагоцитарного потенциа-
ла. Эффективность фагоцитоза также обеспечи-
вают поверхностные рецепторы CR3 (CD11b / 
CD18), способные распознавать опсонизиро-
ванные компонентами комплемента микробы.

Для группы 2 условно-здоровых детей 
2–4 лет характерны фенотипы СD64–CD16bright 

CD32dimCD11bbright и СD64midCD16brightCD32dim 

CD11bbrightНГ. Показатели этой группы имеют 
самые высокие уровни экспрессии CD16, CD11b,  
отражающие, по-видимому, компенсаторную 
активацию и готовность НГ к осуществлению 
эффекторных функций на фоне значительно-
го физиологического снижения их количества 
в этот возрастной период.

В результате исследования получены новые 
данные о субпопуляциях НГ и их количестве 
и фенотипических особенностях, характерных 
для здоровых новорожденных и детей разных 
возрастных групп по сравнению с группой взрос-
лых условно-здоровых лиц.

Выявлено, что в периферической крови здо-
ровых доношенных новорожденных и детей 
2–4 содержаться одинаковые уровни мажорной 
(~ 96%) и минорной (~ 1,25–1,75%) субпопуля-
ции НГ. У детей 5–9 лет, после физиологическо-
го перекреста и взрослых отмечается снижение 
более чем в 2 раза количества минорной и сниже-
ние мажорной субпопуляции НГ.

Показано, что для каждой из исследуемых 
групп характерен свой фенотипический про-
филь, возможно оптимальный, для выполнения 
НГ своих эффекторных функций (таб. 2).

Установлено, что НГ новорожденных и де-
тей разных возрастных групп имеют схожую 
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плотность экспрессии рецепторов СD64, CD16, 
CD32, CD11b на мажорной и минорная субпо-
пуляциях, в то время как субпопуляции НГ здо-
ровых взрослых оснащены по-разному.

Полученные данные, в сочетании с появле-
нием новых знаний о фенотипах НГ и их имму-
номодулирующих функциях, ориентируясь на 
механизмы, которые регулируют эти функции, 
могут быть многообещающими для выявления 
дефектов функционирования НГ и разработке 
новых терапевтических подходов.
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Neutrophilic granulocytes (NG) with diff erent receptor equipment are heterogeneous subpopulations 
that have diff erences in their biological properties and role in the pathogenesis of immune diseases. In result 
of research we obtained new data on the phenotypic features of NG subpopulations carrying the CD64, 
CD32, CD16 and CD11b molecules in newborns and children compared to the group of adult healthy in-
dividuals. It has been established that in the peripheral blood of healthy full-term newborns, conditionally 
healthy children of diff erent age and conditionally healthy adults there are two main subpopulations of cir-
culate NG –  major with СD64–CD16+CD32+CD11b+ phenotype and minor СD64+CD16+CD32+CD11b+ 
phenotype, diff erent receptor expression density noted in both subpopulations. It was shown that each of 
the studied groups has its own phenotypic profi le, possibly optimal for performing NG eff ector functions. 
In newborns are identifi ed phenotypes CD16dimCD32dim CD11bbrightNG and СD64dimCD16midCD32bright 

CD11bbrightNG, in children 2–4 years old СD64–CD16brightCD32dimCD11bbrightNG and СD64midCD16bright

CD32dimCD11bbright NG, in children 5–9 years old СD64–CD16midCD32dimCD11bdimNG and СD64dim 

CD16brightCD32midCD11bdimNG, in conditionally healthy adults СD64–CD16midCD32dimCD11bdimNG 
and СD64brightCD16dimCD32midCD11bdimNG. Study shown that the NG of newborns and children of dif-
ferent age groups have a similar expression density of the CD64, CD16, CD32, CD11b receptors in major 
and minor subpopulations, NG subpopulations of healthy adults are equipped diff erently. The study of 
receptors in physiological according to age-related features is necessary for the correct interpretation of 
the transformation of the phenotype, changes in surface receptors expression in various pathological 
conditions.

Key words: neutrophilic granulocytes, phenotype, subset
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ВВЕДЕНИЕ

Повышение в крови больных с сердечной не-
достаточностью содержания провоспалитель-
ных цитокинов подтверждает теорию существо-
вания системного воспалительного ответа у этой 
категории больных [1]. Тем не менее, когда тело 
обнаруживает атаки, такие как –  травмы, инфек-
ции, опухоли или хирургические вмешательства, 
уровни этих цитокинов значительно варьируют-
ся [2]. Чрезмерная продукция и секреция про-
воспалительных цитокинов, индуцирует не-
контролируемую цепную реакцию, дальнейшее 
увеличение их уровня и составляют «вторую ата-
ку» на организм [3]. То есть, после того, как сти-

ОПРЕДЕЛЕНИЕ РИСКА ВОЗНИКНОВЕНИЯ 
ТРОМБОЭМБОЛИЧЕСКИХ ОСЛОЖНЕНИЙ У ПАЦИЕНТОВ 

ПОСЛЕ АОРТОКОРОНАРНОГО ШУНТИРОВАНИЯ 
НА ОСНОВЕ КЛАСТЕРНОГО АНАЛИЗА
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Ишемическая болезнь сердца продолжает оставаться наиболее частой причиной смертности, 
инвалидности и экономических потерь в современном индустриальном обществе. В настоящее вре-
мя прослеживается острая необходимость применения информационных технологий в оценке био-
химических процессов, протекающих в организме при атеросклеротическом поражении артерий 
у пациентов с ишемической болезнью сердца и в результате возникновения тромбоэмболических 
осложнений различной локализации (сердце, мозг, легкие) усовершенствования дифференциаль-
ной диагностики. Обследовано 97 больных обоего пола с ИБС до и после реваскуляризации миокар-
да методом АКШ, в возрасте от 45 до 74 лет. Группу контроля составили 30 здоровых добровольцев, 
сопоставимых по возрасту и полу. Забор крови осуществлялся за сутки до операции, в 1-е, 3-и, 7-е 
и 12-е сутки после коронарного шунтирования. Выполнен кластерный анализ по трем выявленным 
показателям (TNF-α, ММП-1 и IL-10). Кластерный анализ подтвердил, что именно в группе с ТЭО 
выявлены наиболее статистически значимые изменения уровня TNF-α, IL-10 и ММП-1. Следо-
вательно, увеличение TNF-α в 9–10 раз и более (от 24 пг/мл) в предоперационном периоде, IL-10 
выше 65 пг/мл до операции и от 320 пг/мл в 1-е сутки после операции и увеличение ММП-1 в 3 раза 
(от 3,3 нг/мл) до и после АКШ следует считать дополнительными ранними маркерами риска воз-
никновения тромбоэмболических осложнений после аортокоронарного шунтирования.

Ключевые слова: цитокины, металлопротеиназа, реваскуляризация миокарда, тромбоз

DOI: 10.31857/S102872210005022-9



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №1

Тромбоэмболические осложнения после аортокоронарного шунтирования 63

мулируется производство цитокина, это может 
вызвать индукцию других цитокинов в больших 
количествах, стимулируя биохимический ка-
скад. Тромботический каскад является одним из 
примеров такого биохимического каскада [4].

Ишемическая болезнь сердца продолжает 
оставаться наиболее частой причиной смерт-
ности, инвалидности и экономических потерь 
в современном индустриальном обществе [5]. 
Аортокоронарное шунтирование является од-
ним из самых распространенных хирургиче-
ских вмешательств на сердце, реально снижаю-
щим смертность отдельной категории больных 
и улучшающих качество жизни пациентов, 
страдающих ИБС. Однако частота осложнений 
в послеоперационном периоде остается доста-
точно высокой [6].

Данная работа посвящена определению им-
му нологических критериев достоверного риска 
возникновения тромбоэмболических осложне-
ний (ТЭО) у пациентов с ишемической болезнью 
сердца после выполнения аортокоронарного 
шунтирования (АКШ) методом кластерного ана-
лиза. Кластерный анализ (англ. Cluster –  гроздь, 
скопление) – разбиение множества иссле-
дуемых объектов и признаков на однородные 
группы или кластеры. Из всех методов самыми 
распространенными являются иерархические 
аг ло ме ра тив ные методы и преимуществом этих 
методов является визуальное представление ре-
зультатов кластеризации в виде древовидной 
системы – дендрограммы. Дендрограмма (den-
drogram) – древовидная диаграмма, содержащая 
n уровней, каждый из которых соответствует 
одному из шагов последовательного укрупне-
ния кластеров.

В настоящее время прослеживается острая 
необходимость применения информационных 
технологий в оценке биохимических процес-
сов, протекающих в организме при атероскле-
ротическом поражении артерий у пациентов 
с ишемической болезнью сердца и в результате 
возникновения тромбоэмболических осложне-
ний различной локализации (сердце, мозг, лег-
кие) усовершенствования дифференциальной 
диагностики.

В отличие от комбинационных группировок, 
кластерный анализ приводит к разбиению на 
группы с учетом всех группировочных призна-
ков одновременно. При этом, как правило, не 
указаны четкие границы каждой группы, а также 
неизвестно заранее, сколько же групп целесоо-
бразно выделить в исследуемой совокупности.

Цель исследования: подтвердить риск воз-
никновения тромбоэмболических осложнений 
по трем выявленным показателям у пациентов 
с ИБС после АКШ с помощью кластерного 
анализа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование включены 97 больных обоего 
пола с ИБС до и после реваскуляризации мио-
карда методом АКШ, в возрасте от 45 до 74 лет. 
Пациенты были разделены на три группы:

I группа –  25 больных с зарегистрированны-
ми ТЭО после АКШ (острый инфаркт миокар-
да, ишемический инсульт, тромбоэмболия ле-
гочных ветвей);

II группа –  26 пациентов с кровотечением по 
дренажам более 9 мл/кг за ближайшие 12 часов 
раннего послеоперационного периода;

III группа –  46 больных с ИБС без осложне-
ний после реваскуляризации миокарда.

Группу контроля составили 30 здоровых до-
бровольцев, сопоставимых по возрасту и полу. 
Забор крови осуществлялся за сутки до опера-
ции, в 1-е, 3-и, 7-е и 12-е сутки после АКШ. 
Сыворотку крови получали после центрифуги-
рования в течение 10 минут при 1500 об/ мин, об-
разцы разливали по 1,0 мл и хранили при –36 °C. 
Определение уровня TNF-α, IL-10 и ММП-1 
проводилось в сыворотке крови методом твер-
дофазного ИФА, с использованием специфи-
ческих реактивов «R&D Diagnostics Inc.», USA. 
Результаты выражали в пг/мл и нг/ мл. Данные 
представляли в виде медианы и двух квартилей 
(Me, Q25, Q75). Внутри и межгрупповые различия 
оценивали с помощью критерия Манна-Уитни, 
χ2 критерия в рамках прикладной программы 
SPSS № 16. Статистически достоверным считали 
различия между показателями при отклонении 
нулевой гипотезы и уровне значимости p<0,05. 
Для исследования значимости изменений вы-
бранных параметров и выбора оптимального 
значения для прогнозирования развития ослож-
нений у больных с ИБС после АКШ, вычисля-
ли площадь, ограниченную ROC-кривой и осью 
доли ложных положительных классификаций 
(AUC) при помощи программы Graph Pad Prism 
Software Inc., США. С целью распределения ис-
следуемых показателей на однородные группы, 
применялся метод кластерного анализа. Для ана-
лиза использовалась древовидная кластеризация 
и метод k-средних (R, «Statistica 10»). Качество 
кластеризации оценивалось методами диспер-
сионного анализа (R, «Statistica 10»). Объем вы-
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полненных исследований позволял оценить 
результаты с достоверностью 95–99% при ис-
пользовании соответствующих статистических 
методов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
При характеристике про- и противовоспали-

тельных цитокинов, металлопротеиназ и ТИМП-1 
у пациентов с ИБС до и после АКШ были уста-
новлены общие закономерности и различия в за-
висимости от течения послеоперационного пе-
риода. Уровень провоспалительных цитокинов 
во всех четырех исследуемых группах был по-
вышен по сравнению со здоровыми людьми на 
протяжении всего мониторинга. При этом, уро-
вень TNF-α в III группе был увеличен в 3–4 раза, 
тогда как, в I и II группах –  в 9–12 раз.

В I группе (с тромбоэмболическими ослож-
нениями) значение TNF-α было статистически 
выше уже в дооперационном периоде по срав-
нению с его уровнем до АКШ во II и III группах, 
в 1-е сутки после операции снижалось до трех-
кратного увеличения, на 3-и сутки его уровень 
снова повышался (в 10 раз, p<0,01), на 7-е сутки 
отмечалось снижение TNF-α, но сохранялось 
повышенным в 9 раз на 12-е сутки по сравне-
нию с здоровыми людьми (табл. 1).

Установлена достоверная связь повышен-
ного уровня TNF-α (от 24 пг/мл в предопера-
ционном периоде) и риском возникновения 
тромбоэмболических осложнений после АКШ 
(χ2 = 4,28, р < 0,05; AUC = 0,91).

То есть, повышенное значение (24 пг/ мл и вы-
ше до операции) TNF-α может являться ранним 
диагностическим признаком риска возникнове-
ния ТЭО у пациентов после АКШ, что подтверж-
дает мнения авторов о его возможном участии 
в возникновении ССО у пациентов  [7, 8].

В I группе (с тромбоэмболическими ослож-
нениями) уровень IL-10 до реваскуляризации 
был статистически выше (табл. 2), чем во II 
и III группах (p<0,05). В 1-е сутки зарегистри-
рована его гиперпродукция (в 17 раз – по срав-
нению с группой контроля, в 5 раз – по срав-
нению с III группой и вдвое – по сравнению 
с его содержанием во II группе, p<0,05–0,01), 
далее –  на 3-и сутки его уровень сохранялся по-
вышенным в 2 раза в сравнении со здоровыми 
людьми. На 7-е и 12-е сутки после операции 
концентрация IL-10 во всех исследуемых груп-
пах не отличалась от референсного показателя, 
и его значение на 12-е сутки во II, III и IV груп-
пах достигало предоперационного содержания, 
за исключением I группы (с тромбоэмболиче-
скими осложнениями), где IL-10 на 12-е сутки 
был в 2,5 раза ниже по сравнению с предопера-
ционным уровнем (p < 0,05), но не отличался от 
референсного показателя.

То есть исходный уровень IL-10 во II и III груп-
пах был практически идентичным, а в I группе 
(с ТЭО в послеоперационном периоде) его зна-
чение до АКШ было увеличено в 3 и более раз по 
сравнению с другими исследуемыми группами 
(табл. 2).

 Е. В. Маркелова и др. 

Таблица 1. Содeржаниe провоспалитeльных цитокинов в сывороткe крови пациeнтов с ИБС до и послe АКШ

Показатeли 
(Мe; Q25; Q75)

I группа 
(n=25)

II группа 
(n=26)

III группа 
(n=46)

Группа контроля 
(n= 30)

TNF-α (пг/мл) 
до АКШ

24,4**#° (22,4;89,25) 
p1<0,05

9,5* (9,1; 32,13) 9,46* (4,86;10,98)

2,8 (0,8; 10,9)

1-e сутки 
послe АКШ 9,36* (2,25; 20,7) 37,6***#+ (13,4; 92,8) 

p1,5,6<0,05
10,8* (7,3; 24,5)

3-и сутки 
послe АКШ

28,7** (17,5; 52,7) 
p5<0,05 17,85** (14,6; 35,1) 17,4** (12,4; 53,6)

7-e сутки 11,7* (9,0; 46,8) 20,17** (15,4; 52,3) 
p3<0,05

21,57** (11,1; 51,7) 
p3<0,05

12-e сутки 26,8** (21,6; 46,5) 
p7<0,05

23,0** (17,5; 38,5) 
p4<0,05 16,02** (9,45; 29,7)

Примeчания:
1. Статистичeская достовeрность различий показатeлeй с группой контроля (здeсь и далee): р<0,05 –  *; р<0,01 –  **; р<0,001 –  ***.
2.  Статистичeская достовeрность различий показатeлeй в динамикe: p1 (до АКШ –  1-e сутки); p2 (до АКШ –  3-и сутки); 

p3 (до АКШ –  7-e сутки); p4 (до АКШ –  12-e сутки); p5 (1–3-и сутки); p6 (1–7-e сутки); p7 (1–12-e сутки).
3.  Статистичeская достовeрность различий показатeлeй мeжду I и II группами: р<0,05 –  #; мeжду I и III группами: р<0,05 –  °; 

мeжду II и III группами: р<0,05 –  +.
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Выявлена достоверная связь между высоким 
уровнем IL-10 (≥65 пг/мл в дооперационном пе-
риоде и ≥320 пг/мл в 1-е сутки после операции) 
и риском возникновения тромбоэмболии у па-
циентов с ИБС после АКШ (χ2 = 3,97, р<0,05; 
AUC=0,829), что позволяет говорить о высокой 
прогностической ценности диагностического 
признака у пациентов с ИБС для раннего опре-
деления риска возникновения ТЭО после АКШ.

По данным литературы, максимальное уве-
личение концентрации IL-10 в 1-е сутки после 
АКШ (p<0,05) свидетельствует о развитии им-
муносупрессии в раннем послеоперационном 
периоде [9, 10] и может являться риском воз-
никновения сер деч но-со су дистых событий в по-
слеоперационном периоде [11], что и было нами 
зарегистрировано в I исследуемой группе.

Кроме того, высокий уровень IL-10 может 
вызывать состояние функционального иммуно-
парализа [12] и является предиктором тяжести 
и смертельного исхода при септических состоя-
ниях [13].

Таким образом, выявление значения IL-10 до 
операции 65 пг/мл и выше 320 пг/мл в 1-е сутки 
после операции позволяет говорить о достовер-
ном риске возникновения тромбоэмболий в по-
слеоперационном периоде, что подразумевает 
своевременное назначение соответствующей 
медикаментозной терапии.

При характеристике концентрации матрикс-
ных металлопротеиназ у пациентов четырех ис-
следуемых групп –  в I группе (с ТЭО в после-

операционном периоде) ММП-1 на протяжении 
всего мониторинга была повышена в сравнении 
с группой контроля в 2,5–3,5 раза (р<0,05–0,01), 
и ее уровень до АКШ (4,35 (3,5; 7,5) нг/мл) 
был выше (р<0,05), чем в двух других исследуе-
мых группах (2,24 (1,5; 4,2) нг/мл и 1,98 (1,34; 
2,61) нг/ мл), а на 3-и (3,98 (2,95; 9,5) нг/ мл) и 7-е 
сутки (3,55 (0,994 6,45) нг/ мл) –  выше (р<0,05) по 
сравнению с концентрацией ММП-1 во II (2,0 
(1,25; 3,88) и 2,62 (1,68; 2,68) нг/мл) и III группах 
(2,17 (1,74; 3,97) и 1,89 (1,59; 2,1) нг/мл) соответ-
ственно.

В других группах не выявлено значимых раз-
личий ММП-1 между группами. Во II группе ее 
уровень был умеренно повышен до операции 
(в 2 раза, p<0,05) и на 12-е сутки (в 3 раза, p<0,01) 
после АКШ по сравнению со здоровыми людь-
ми, что в очередной раз может свидетельствовать 
о наличии и возобновлении процессов атероге-
неза, так как ММП-1 является интерстициаль-
ной коллагеназой и выделяется эндотелиальны-
ми клетками атеросклеротических бляшек.

По мнению авторов, ММП-1 и ММП-9 мо-
гут играть существенную роль в дестабилизации 
зрелого коллагена [6]. А избыточная экспрессия 
ММП-1 увеличивает нестабильность уязвимой 
бляшки и способствует ее разрыву, что впослед-
ствии может приводить к началу острого коро-
нарного синдрома [14].

Обнаруженное существенное увеличение 
уровня ММП-1 в сыворотке крови пациентов 
с зарегистрированными ТЭО в послеопераци-

Таблица 2. Содeржаниe противовоспалитeльных цитокинов в сывороткe крови обслeдованных с ИБС до и послe 
АКШ и контрольной группах

Показатeли 
(Мe; Q25; Q75)

I группа 
(n=25)

II группа 
(n=26)

III группа 
(n=46)

Группа контроля 
(n= 30)

IL-10 (пг/мл) 
до АКШ 70,27*#° (21,8;274,38) 26,12 (19,3; 115,3) 21,5  (14,4; 32,1)

18,5 (16,7; 27,12)

1-e сутки 
послe АКШ

322,79*° (135,1;654,6) 
p5,6,7<0,05

240,6*+ (97,06;531,36) 
p1,5,6,7<0,05

64,79* (32,9;328,5) 
p1,6,7<0,05

3-и сутки 
послe АКШ 38,94*(23,23; 112,38) 48,97* (26,26; 70,0) 44,16*(27,5; 68,65)

7-e сутки 22,69 (19,6; 38,99) 25,46 (23,5; 40,65) 17,35 (17,12; 25,78)

12-e сутки 28,74 (21,96; 41,32) 19,3 (16,35; 138,2) 19,2 (8,6; 41,32)

Примeчания:
1. Статистичeская достовeрность различий показатeлeй с группой контроля (здeсь и далee): р<0,05 –  *; р<0,01 –  **; р<0,001 –  ***.
2.  Статистичeская достовeрность различий показатeлeй в динамикe: p1 (до АКШ –  1-e сутки); p2 (до АКШ –  3-и сутки); p5 (1–3-и 

сутки); p6 (1–7-e сутки); p7 (1–12-e сутки); p8 (3–7-e сутки); p9 (3–12-e сутки).
3.  Статистичeская достовeрность различий показатeлeй мeжду I и II группами: р<0,05 –  #; мeжду I и III группами: р<0,05 –  °; 

мeжду II и III группами: р<0,05 –  +.
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онном периоде позволило поставить вопрос об 
оценке значимости определения данного мар-
кера как предиктора развития вышеуказанных 
осложнений. Была зарегистрирована достовер-
ная связь между повышенной концентрацией 
ММП-1 (3,3 нг/мл и выше) и возникновением 
тромбоэмболических осложнений при χ2 = 4,8, 
р<0,05. Использование ROC-анализа подтверди-
ло (AUC=0,963) высокое качество предлагаемо-
го диагностического признака. Мы подтвердили 
мнения авторов о том, что повышенный уровень 
ММП-1 в сыворотке крови пациентов с ИБС 
является сильным и не зависимым предиктором 
возникновения сердечно-сосудистых осложне-
ний в этой группе высокого риска.

Следовательно, по результатам анализа про- 
и противовоспалительных цитокинов и ма-
триксных металлопротеиназ у пациентов с ИБС 
до и после АКШ были получены следующие 
результаты: увеличение TNF-α в 9–10 раз и бо-
лее (от 24 пг/мл) в предоперационном периоде, 
IL-10 выше 65 пг/мл до операции и от 320 пг/ мл 
в 1-е сутки после операции и увеличение ММП-1 
в 3 раза (от 3,3 нг/мл) до и после АКШ следует 
считать дополнительными ранними маркерами 
риска возникновения ТЭО после реваскуляри-
зации миокарда методом АКШ.

Далее выполнен кластерный анализ (рис. 1) по 
трем выявленным показателям (TNF-α, ММП-1 
и IL-10). Кластер-анализ предназначен для объ-
единения некоторых объектов в классы (класте-
ры) таким образом, чтобы в один класс попадали 
максимально схожие, а объекты различных клас-
сов максимально отличались друг от друга. Боль-
шое достоинство кластерного анализа в том, что 

он позволяет производить разбиение объектов не 
по одному параметру, а по целому набору при-
знаков [15, 16, 17].

По результатам кластеризации (в соответ-
ствии с рисунком 1) видно, что есть два крупных 
кластера: первый (слева) и второй (справа). 
Сходство между членами этих двух кластеров ми-
нимальное. В первый кластер входит вся I груп-
па (с ТЭО), во второй кластер (справа) входят все 
пациенты третьей группы (со стабильным тече-
нием послеоперационного периода) и II группы. 
То есть зарегистрировано, что сходство по содер-
жанию TNF-α, IL-10 и ММП-1 между первым 
и вторым кластерами минимальное.

Дисперсионный анализ также подтвердил 
высоко-значимое разделение по всем перемен-
ным (p<0,01). Нулевой гипотезой в дисперсион-
ном анализе является утверждение о равенстве 
средних значений, то есть, наш дисперсионный 
анализ показал что средние значения в наших 
группах не равны.

Увеличение TNF-α в 9-10 раз и более (от 
24 пг/ мл) в предоперационном периоде, IL-10 
выше 65 пг/мл до операции и от 320 пг/ мл в 1-е 
сутки после операции и увеличение ММП-1 
в 3 раза (от 3,3 нг/мл) до и после АКШ следует 
считать дополнительными ранними маркерами 
риска возникновения ТЭО после реваскуляри-
зации миокарда методом АКШ.

ОБСУЖДЕНИЕ

Каждый выделенный кластер (первый и вто-
рой) характеризуется только ему свойственными 
особенностями иммунологических нарушений 

Рис. 1. Кластеризация всех групп пациентов с осложнениями в послеоперационном периоде (I и II) и со стабиль-
ным течением послеоперационного периода (III группа).

 Е. В. Маркелова и др. 

ПЕРВЫЙ КЛАСТЕР

ВТОРОЙ КЛАСТЕР

Группа со стабильным течением 
послеоперационного периода
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в зависимости от клинического состояния боль-
ных до и после аортокоронарного шунтирования 
и наличия тромбоэмболических осложнений, 
что можно использовать для осуществления пер-
сонализированной диагностики и лечения паци-
ентов с риском возникновения тромбоэмболи-
ческих осложнений.

Итак, именно кластерный анализ подтвердил, 
что в группе с ТЭО выявлены наиболее статисти-
чески значимые изменения уровня TNF-α, IL-10 
и ММП-1, которые описаны выше, что и поло-
жено в основу заявки на изобретение «Способ 
раннего прогнозирования риска возникновения 
тромбоэмболических осложнений у пациентов 
с ишемической болезнью сердца после реваску-
ляризации миокарда методом аортокоронарно-
го шунтирования» (регистрационный номер: 
2017111543, входящий номер: 020402), приме-
нение которого позволит дифференцированно 
относится к пациентам, поступающим для вы-
полнения реваскуляризации миокарда, и может 
дать результаты по своевременной диагностике 
и профилактике вышеуказанных осложнений.
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DETERMINING THE RISK OF THROMBOEMBOLIC COMPLICATIONS 
IN PATIENTS AFTER CORONARY ARTERY GFAFTING ON THE BASIS 

OF CLUSTER ANALYSIS
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Ishemic heart disease continues to be the most frequent cause of sluggishness, disability and econom-

ic loss in the modern industrial community. At the present time, there is an acute need to use information 
technologies in evaluating the biochemical processes occurring in the body in the atherosclerotic lesion 
of arteries in patients with coronary heart disease and as a result of the development of thromboembolic 
complications of various localizations (heart, brain, lungs) of diff erential diagnostics. 97 patients of both 
sexes with IHD before and after myocardial revascularization by CABG were examined at the age of 
45 to 74 years. The control group consisted of 30 healthy volunteers, comparable in age and sex. Blood 
sampling was performed a day before the operation, on days 1, 3, 7 and 12 after coronary artery bypass 
grafting. Cluster analysis was carried out on three revealed indices (TNF-α, MMP-1 and IL-10). Cluster 
analysis confi rmed that the most signifi cant statistically signifi cant changes in the level of TNF-α, IL-10, 
and MMP-1 were detected in the TEO group. In addition, the increase in TNF-α by 9–10 times and 
more (from 24 pg / ml) in the preoperative period, IL-10 is higher than 65 pg / ml before operation and 
from 320 pg / ml on the 1-st day after the operation and increase of MMP-1 in 3 times (from 3.3 ng / ml) 
before and after CABG is considered to be an additional early marker of the risk of thromboembolic 
complications after coronary artery bypass grafting.
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ВВЕДЕНИЕ

Раннее выявление любого заболевания яв-
ляется залогом успешного лечения и выздо-
ровления пациента, поэтому в современном 
мире значительные усилия прилагаются к со-

СТАТИСТИЧЕСКИ ЗНАЧИМЫЕ ПОПУЛЯЦИИ Т-КЛЕТОК 
ПРИ ДИАГНОСТИКЕ РАССЕЯННОГО СКЛЕРОЗА
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Цель исследования: поиск статистически значимых популяций Т-клеток при постановке диа-
гноза рассеянный склероз (РС). С применением многоцветной проточной цитометрии был про-
веден анализ абсолютного содержания различных субпопуляций Т-лимфоцитов (Т-хелперов, 
Тх и цитотоксических Т-клеток, Тцит) в периферической крови 61-го условно здорового добро-
вольца и 47-ми больных РС. На основании экспрессии маркеров дифференцировки (CD45RA, 
CD62L, CD27 и CD28) и эффекторных молекул (CD56 и CD57) Тх и Тцит были разделены на 
основные популяции, находящиеся на разных стадиях созревания. Выявлены следующие ста-
тистически значимые популяции Т-клеток: CD56–CD57+ T-лимфоциты, EM Тх, EM3 Тцит, EM 
Тцит, CD56+CD57– Т-лимфоциты, EM2 Тцит. Значимость также была подтверждена при расчете 
статистики Хи-квадрат. На основе полученной информации было выбрано три группы популя-
ций Т-клеток. На каждой группе популяций была построена модель для диагностики рассеянного 
склероза на базе алгоритма k ближайших соседей. Точность предсказания построенных моделей 
варьируется в пределах 0.69–0.90.
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вершенствованию медицинской диагностики. 
В 2016 году в Российской Федерации было вы-
явлено 519 тысяч случаев злокачественных но-
вообразований, что выше показателя 2016 года 
на 3% [1]. «Чума XX века» – вирус иммуноде-
фицита человека – всего за 100 лет унес более 
20 миллионов жизней. Более 35 миллионов че-
ловек в мире в настоящее время стоят на уче-
те с данным диагнозом [2]. В настоящее время 
существуют ряд заболеваний, тяжело поддаю-
щихся диагностике, что частично объясняется 
недостатком знаний о механизме возникнове-
ния заболеваний. К числу таких заболеваний 
относятся и аутоиммунные заболевания. Для их 
диагностики нужны новые методы.

Ряд задач, для которых человеку тяжело пред-
ложить алгоритм решения, может быть решен 
методами машинного обучения. Есть примеры 
успешного использования данных методов в та-
ких областях, как интернет-маркетинг, банков-
ская сфера, сфера связи, а также медицинская 
диагностика. Современные корпорации, вклю-
чая такие технологические гиганты, как Google 
и Amazon, активно проводят исследования в дан-
ной области и достигают определенных успехов. 
Например, сотрудники Google в 2018 году опу-
бликовали работу, в которой они при помощи 
методов глубокого обучения прогнозируют ри-
ски сердечно-сосудистых заболеваний на осно-
ве снимков глазного дна [3]. Исследователи из 
Стэнфорда разработали программный комплекс, 
который самостоятельно диагностирует пневмо-
нию, используя рентгеновские снимки грудной 
клетки, причем точность предсказания сравнима 
с навыками опытного рентгенолога [4]. Группа 
немецких ученых в 2014 году опубликовала рабо-
ту, в которой был представлен алгоритм, детек-
тирующий циркулирующие опухолевые клетки 
в периферической крови [5].

В данной работе мы будем рассматривать рас-
сеянный склероз, являющийся представителем 
аутоиммунных болезней. Рассеянный склероз 
(РС) –  это широко распространенное нейродеге-
неративное хроническое заболевание централь-
ной нервной системы. Данному заболеванию, 
в основном, подвержены лица в возрасте от 10 
до 59 лет [6]. В современном мире наблюдается 
увеличение числа случаев РС, что обусловлено 
улучшением качества диагностики, повышени-
ем возможностей терапии, а также в связи с ис-
тинным увеличением больных по неизвестным 
причинам. По данным Международной Феде-
рации больных рассеянным склерозом в период 

с 2008 по 2013 гг глобальная распространенность 
РС возросла с 30 до 33 случаев на 100 000 насе-
ления [7].

Существует ряд научных трудов, в которых 
рассеянный склероз изучается методами машин-
ного обучения. В 2007 году была опубликована 
работа, в которой группа ученых из Индии по-
строила симуляцию распространения аутоим-
мунных очагов демиелинизации в центральной 
нервной системе [8]. В 2017 году группа ученых 
из Франкфуртского университета им. Гёте пред-
ставила работу, в которой они исследовали при-
менимость методов машинного обучения в про-
гнозировании рассеянного склероза. В качестве 
исходных данных были использованы демогра-
фические и клинические данные, а также ре-
зультаты МРТ [9]. В этом же году была опубли-
кована работа, где европейские ученые пытались 
найти статистически значимые различия между 
формами РС, используя данные МРТ головного 
мозга [10].

Большинство исследований в данной области 
сфокусировано на обработке результатов маг-
нит но-резонансной томографии, демографиче-
ских, клинических, неврологических показате-
лей или их совокупности [11–15]. Но так как РС 
является системным заболеванием, то при его 
патогенезе присутствует и изменение иммуноло-
гических показателей, таких как размеры попу-
ляций Т-клеток.

В данной работе мы рассмотрим различные 
методы машинного обучения в прогнозирова-
нии рассеянного склероза на основе результатов 
анализа абсолютного содержания различных 
популяций Т-лимфоцитов у больных с диагно-
зом рецидивирующего рассеянного склероза. 

Целью исследования являлся поиск статисти-
чески важных типов Т-лимфоцитов при первич-
ной диагностике рассеянного склероза на основе 
анализа крови.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служила венозная 
кровь 47-ми больных с рецидивирующим РС, по-
лученная путем пункции периферической вены 
и люмбальной пункции, соответственно, и со-
бранные в вакуумные пробирки с содержанием 
K3ЭДТА. Диагноз РС устанавливался согласно 
критериям МакДональда [16]. В исследование 
вошли пациенты, никогда не получавшие препа-
ратов, изменяющих течение РС (ПИТРС) и си-
стемных кортикостероидов в течение последних 
90 дней. Всем пациентам проводился стандарт-

Я. В. Козичук и др. 
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ный неврологический осмотр с последующей 
балльной оценкой степени поражения функцио-
нальных систем: зрительной, пирамидной, моз-
жечковой, чувствительной, функций тазовых ор-
ганов, ствола мозга. Также подсчитывался балл 
по интегративной шкале EDSS – расширенной 
шкале инвалидизации [17]. В группу сравнения 
вошли образцы периферической крови от 61-го 
условно здорового добровольца. Обе группы 
пациентов не различались по половому и воз-
растному составу. Исследования были проведе-
ны с информированного согласия испытуемых 
и в соответствии с Хельсинкской декларацией 
Всемирной ассоциации «Этические принципы 
проведения научных медицинских исследова-
ний с участием человека» с поправками 2000 г. 
и «Правилами клинической практики в Россий-
ской Федерации», утвержденными Приказом 
Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266. Исследо-
вание одобрено Комиссией по этике ФГБУН 
«Институт мозга человека им. Н. П. Бехтеревой» 
РАН 23 октября 2014 года.

Для выявления основных популяций Т-лим-
фоцитов периферической крови использовалась 
следующая панель моноклональных антител, 
конъюгированных с различными флуорохрома-
ми (все антитела производства Beckman Coulter, 
США): CD57-FITC (клон NC1, кат. № IM0466U), 
CD56-PE (клон N901 (NKH-1), кат. № A07788), 
CD62L-ECD (клон DREG56, кат. № IM2713U), 
CD28-PC5 (клон CD28.2, кат. № 6607108), CD27-
PC7 (клон 1A4CD27, кат. № A54823), CD3-APC 
(клон UCHT1, кат. № IM2467), CD8-APC-Alexa 
Fluor 700 (клон B9.11, кат. № A66332), CD45RA-
APC-Alexa Fluor 750 (клон 2H4LDH11LDB9 
(2H4), кат. № A86050), CD4-Pacifi c Blue (клон 
13B8.2, кат. № A82789), CD45-Krome Orange 
(клон J.33, кат. № A96416). Указанным коктей-
лем антител окрашивали 100 мкл перифериче-
ской крови в соответствии с рекомендациями 
производителя. Для удаления эритроцитов из 
образцов периферической крови использовался 
лизирующий раствор VersaLyse Lysing Solution 
(кат. № A09777), к 975 мкл которого ex tempera 
добавляли 25 мкл фиксирующего раствора 
IOTest 3 Fixative Solution (кат. № A07800). По-
иск абсолютное содержания клеток исследо-
ванных популяций Т-лимфоцитов проводили 
с помощью реагента FlowCount™ (Beckman 
Coulter, США).

При построении модели для диагностики РС 
применялась фенотипическая характеристика 
основных популяций Т-лимфоцитов, причем 

их абсолютное значение (кол-во клеток на моль) 
из общего пула циркулирующих Т-лим фо ци тов. 
Т-лим фо ци ты определяли как CD3+ лимфоци-
ты. В дальнейшем, на основании коэкспрессии 
CD3 и CD4 выявляли Т-хел пе ры (Тх), а на осно-
вании коэкспрессии CD3 и CD8 –  цитотоксиче-
ские Т-лим фо ци ты (Тцит). Тх и Тцит разделяли 
на «наивные» клетки (“N”, CD45RA+CD62L+), 
клетки центральной (“CM”, CD45RA–CD62L+) 
и эффекторной (“EM”, CD45RA–CD62L–) па-
мяти, а также «тер ми наль но-диф фе рен ци ро-
ван ные» CD45RA-по зи тив ные клетки эффек-
торной памяти (“TEMRA”, CD45RA+CD62L–). 
При анализе Тцит на основании уровня экспрес-
сии ко-сти му ли рую щих молекул CD27 и CD28 
среди ЕМ клеток выделяли популяции ЕМ1, 
ЕМ2, ЕМ3 и ЕМ4 с фенотипами CD27+CD28+, 
CD27+CD28–, CD27–CD28– и CD27–CD28+, со-
ответственно. Среди TEMRA Тцит также опре-
деляли содержание «пре-эф фек то ров» 1 типа 
(“рЕ1”, CD27+CD28+), «пре-эффекторов» 2 типа 
(“рЕ2”, CD27+ CD28–) и зрелых эффекторных 
клеток (“E”, CD27–CD28–), как это было деталь-
но описано ранее [17]. Более того, на общей по-
пуляции Т-лим фо ци тов определяли уровни ко-
экспрессии эффекторных молекул CD56 и CD57, 
разделяя все CD3+ лимфоциты периферической 
крови на четыре субпопуляции с фенотипа-
ми CD56–CD57+, CD56+CD57+, CD56+CD57– 
и CD56–CD57–.

Модель для диагностики рассеянного скле-
роза мы строим на базе алгоритма k ближайших 
соседей (kNN), который успешно справляется 
с различными задачами машинного обучения –  
классификация, регрессия, кластеризация. Зада-
чу, поставленную в данной работе, можно фор-
мализовать как задачу бинарной классификации. 
Классификация – раздел машинного обучения, 
который занимается поиском наилучшей страте-
гии присвоения классов объектам на основе про-
шлых наблюдений пар типа объект-класс [18].

Данный алгоритм относится к классу метри-
ческих. Такие алгоритмы базируются на поис-
ке сходства между изучаемыми объектами. Если 
мера сходства введена успешно, то схожим объ-
ектам удается присвоить одинаковые классы. 
Для формализации понятия сходства вводится 
метрика p (u, x) –  обобщение понятия расстояния 
между u – изучаемым объектом и x – объектом 
из выборки в пространстве объектов X. Данная 
метрика задается различными способами: Ман-
хэттенское расстояние, Евклидово расстояние, 
расстояние Левенштейна, и прочие.
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При классификации нового объекта, алго-
ритм kNN работает следующим образом: ис-
следуемый объект относится к наиболее часто 
встречающемуся классу среди его k ближайших 
соседей в заданной метрике.

В данной задаче в качестве объекта выступает 
пациент, а в качестве признаков объекта –  абсо-
лютные значения популяций Т-лимфоцитов. Для 
поиска статистически важных признаков мы бу-
дем использовать критерий Хи-квадрат, который 
позволяет найти значимость связи между двумя 
переменными. На основе данного метода мы мо-
жем найти значимость признаков относительно 
класса объекта. Использование при построении 
алгоритмов более значащих признаков повыша-
ет его качество. Построение моделей было осу-
ществлено при помощи языка программирова-
ния Python 3 и библиотека scikit-learn-0.19.1.

РЕЗУЛЬТАТЫ

После проведения процедуры отбора зна-
чимых признаков при помощи критерия Хи-
квадрат, обнаружено, что значимыми показа-
телями для построения моделей диагностики 
рассеянного склероза являются: (см. рис. 1). На 
представленной гистограмме большие значе-
ние у следующих субпопуляций: CD56–CD57+ 
T-лим фо ци ты, EM Тх, EM3 Тцит, EM Тцит, 
CD56+CD57– Т-лимфоциты, EM2 Тцит.

Так, абсолютное содержание Т-лимфоцитов 
с фенотипом CD56–CD57+ в группе больных РС 
снижалось (р=0,015) с 117 (69; 196) до 80 (45; 113) 
клеток в 1 мкл периферической крови. Парал-
лельно отмечалось уменьшение (р<0,001) концен-
трации ЕМ Тх, концентрация которых у больных 
РС находилось в пределах 138 (100; 198) кл/ мкл, 
а в группе сравнения составляло 207 (157;
248) кл/мкл. Кроме того, третьим по значимо-
сти показателем в рамках использованной мо-
дели являлось абсолютное содержание цито-
токсических Т-лим фо цитов популяции ЕМ3. 
Уровень этих клеток в периферической крови 
больных РС был значимо ниже такого условно 
здоровых добровольцев (22 (11; 33) и 28 (14; 71) 
клеток в 1 мкл периферической при р=0,046, 
соответственно).

Во вторую группу значимых признаков по-
пали абсолютные значения по содержанию 
в периферической крови ЕМ Тцит, Т-клеток 
с фенотипом CD56+CD57– и Тцит популяции 
ЕМ1. Так, уровень ЕМ Тцит у больных РС был 
ниже значений, полученных для группы срав-
нения (117 (81; 182) и 163 (119; 204) кл/мкл при 
р=0,005, соответственно). Тогда как абсолют-
ное содержание Т-лимфоцитов, экспрессиро-
вавших CD56, но негативных по CD57, при РС 
возрастало при сравнении с контролем (40 (20; 
65) и 26 (17; 40) кл/мкл при р=0,008, соответ-
ственно). Уровень CD27+CD28+ ЕМ Тцит при 

Рис 1. Значимость популяций, рассчитанных на основе статистики Хи-квадрат

Я. В. Козичук и др. 



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №1

Машинное обучение в диагностике РС 73

РС достоверно (р=0,002) понижался с 23 (15; 
29) до 15 (9; 25) кл/мкл.

На основе этой информации было построе-
но 3 модели на основе алгоритма kNN для 3, 6 
и 20 признаков. Исходные данные были норми-
рованы алгоритмом мини-макс. Необходимость 
данной нормировки обусловлена тем, что при ее 
отсутствии признаки с наибольшим разбросом 
значений будет доминировать в метрике, а осталь-
ные практически не будут иметь влияния.

В процессе обучения, для контроля качества 
получаемой модели был использован метод 
скользящего контроля [20]. В качестве реализа-
ции метода нами был выбран так называемый 
q-fold, где параметр q мы взяли равным 10. Для 
оценки качества моделей мы использовали точ-
ность, чувствительность и F-меру. Они рассчи-
тываются на основе трех показателей: количе-
ство истинно-положительных ответов (ИП), 
количество истинно-негативных ответов (ИН), 
количество ложно-позитивных ответов (ЛП). Их 
формулы расчета выглядят следующим образом:

Точность =    ИП
ИП+ЛП

Чувствительность =    ИН
ИН+ЛП

F мера =  2 * точность * чувствительность
точность + чувтвительность

Результаты работы алгоритма k-средних за-
висят от числа соседей k и от метрики p (u, x). 
Мы оптимизировали параметры алгоритма, ме-
тодом случайного поиска [21]. В результате мы 
получили модели со следующими характери-
стиками (см. таб. 1)

ОБСУЖДЕНИЕ
Приведенные выше результаты указывают на 

то, что значимыми показателями для выявления 
больных с РС являются абсолютное содержание 
в периферической крови лимфоцитов с феноти-
пами CD3+CD56–CD57+, CD3+CD4+CD45RA–

CD62L– и CD3+CD8+CD45RA–CD62L–CD27–

CD28–. CD57, также известный под названием 
HNK1 (от англ. «human natural killer-1»), являю-
щийся углеводным эпитопом, представленным 
на цитоплазматической мембраны клеток, обла-
дающих выраженной цитолитической активно-
стью [22]. Уровень CD57 на поверхности Т-лим-
фо ци тов тесно связан со способностью этих 
клеток накапливать в составе цитоплазматиче-
ских гранул ключевые эффекторные молеку-
лы – перфорин и гранзимы [23]. Эти результаты, 
полученные при помощи проточной цитофлуо-
риметрии, подтверждаются данными мо ле ку-
ляр но-биологических исследований [24]. Так, 
CD57+ цитотоксические Т-клетки активно экс-
прессировали гранзим В, гранулизин и перфо-
рин при сравнении с CD57-негативными клет-
ками аналогичной популяции. Таким образом, 
использование CD57 в качестве «суррогатного» 
маркера позволяет без использования трудоем-
ких методов окраски на внутриклеточные анти-
гены выявить эффекторные цитотоксические 
клетки, содержащие в цитоплазме необходи-
мый набор цитолитических молекул. Изменения 
в содержании зрелых CD3+CD57+ лимфоцитов 
в периферической крови больных указывают на 
диагностическую значимость данной популяции 
клеток в диагностике РС.

Исследования ЕМ Тх показали, что именно 
в составе данной популяции Тх присутствуют 
основные клетки-продуценты ключевых цито-
кинов – IFNγ и IL-4 [25]. Более того, большин-
ством исследователей лимфоциты именно дан-
ного фенотипа рассматривают в качестве зрелых 
или «эффекторных» Тх различных типов [26]. 
Особый интерес при исследовании РС представ-
ляет тот факт, что дифференцировка и «поляри-
зация» в сторону Th17 ЕМ –  лимфоцитов, играю-
щих ведущую роль в патогенезе РС –  у человека 
находится под контролем провоспалительных 
цитокинов IL-1β и IL-6 [27]. Уровень экспрес-
сии этих цитокинов лимфоцитами, равно как 
и их содержание в сыворотке крови и спинно-
мозговой жидкости больных РС тесно связаны 
с тяжестью заболевания и его прогрессией [28]. 

Таблица 1. Характеристики полученных моделей на основе алгоритма kNN.

Кол-во 
признаков

Точность Чувствительность F1-мера Кол-во 
соседей

Метрика

3 0.90 0.90 0.90 21 Манхэттенское расстояние

6 0.77 0.75 0.76 25 Евклидово расстояние

20 0.69 0.71 0.69 25 Евклидово расстояние
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С другой стороны, столь же существенную роль 
в формировании пула эффекторных Th17 игра-
ет IL-23 [29], сывороточные концентрации ко-
торого у больных РС существенно превосходят 
таковые условно здоровых доноров [30]. Клю-
чевыми эффекторными цитокинами лимфоци-
тов данной популяции являются IL-17A, IL-17F 
и IL-22, роль которых в патогенезе РС (в силу 
их высокой концентрации у больных) обсуж-
дается уже длительное время [31]. При анализе 
ЕМ Т-хелперов – лимфоцитов, мигрирующих
в периферические ткани и обладающих выра-
женными эффекторными свойствами –  показа-
но, что снижение уровня CCR6+ Th17 именно 
в рамках ЕМ клеток в циркуляции у больных РС 
коррелировало с увеличением инвалидизации 
(r= –0,489 при р=0,002) [32].

Что же касается цитотоксических Т-клеток 
популяции ЕМ3, то они рассматриваются в ка-
честве высоко дифференцированной популя-
ции общего пула ЕМ клеток [33]. «Незрелые» 
Тцит с фенотипом CD27+CD28+ в ходе диффе-
ренцировки сначала теряют CD28, приобретая 
фенотип CD27+CD28–, тогда как зрелые клетки 
обладают фенотипом CD27–CD28–. Параллель-
но с потерей костимулирующих молекул Тцит, 
начинают экспрессировать цитолитические мо-
лекулы и обретают способность проявлять ex vivo 
цитотоксические свойства по отношению к клет-
кам-ми ше ням [34]. ЕМ3 клетки также способны 
экспрессировать гены цитолитических факторов 
и проявлять цитотоксические свойства в услови-
ях in vitro, причем уровень активности этих кле-
ток примерно в 10 раз превышал таковой клеток 
ЕМ1 и не уступал зрелым эффекторным клеткам 
популяции TEMRA [35]. Динамика изменения 
ЕМ1-ЕМ4 была изучена нами в периферической 
крови больных РС с длительными сроками за-
болевания [36]. Так, было показано, что у дан-
ной группы больных наблюдается достоверное 
снижение (р<0,001) относительного содержания 
ЕМ1 клеток, коэкспрессирующих CD27 и CD28, 
с 18,96% (14,15; 25,05) до 12,21% (9,69; 20,55). 
Параллельно наблюдалось накопление ЕМ3 
Тцит –  в рамках группы условно здоровых до-
норов ЕМ3 составляли 4,79% (2,69; 14,31), тогда 
как у больных РС их уровень в циркуляции по-
вышался до 8,46% (4,96; 18,98) от общего числа 
клеток с фенотипом CD3+CD8+. По-видимому, 
на ранних сроках после постановки диагноза РС 
абсолютное содержание ЕМ3 Тцит может сни-
жаться, тогда как по мере прогрессирования РС 
уровень этих клеток в крови существенно повы-

шается, что еще раз указывает на диагностиче-
скую значимость этой популяции лимфоцитов.

Что же касается общей популяции ЕМ Тцит, 
то в литературе можно найти весьма противо-
речивые данные об изменениях этих клеток при 
РС. Так, некоторые исследователи указывают на 
то, что в крови больных наблюдалось достоверное 
увеличение общего пула ЕМ Тцит с фенотипом 
CD45RA–CCR7– [37]. Сходные результаты были 
получены и другой группой исследователей, ко-
торые тоже отметили увеличение уровня ЕМ 
CD3+CD8+ лимфоцитов, что, по мнению авто-
ров, указывало на системную активацию данного 
звена приобретенного иммунитета [38]. С другой 
стороны, Lui и соавторы отметили, что у боль-
ных РС среди цитотоксических Т-кле ток суще-
ственно увеличивались уровни СМ и TEMRA 
Тцит, что могло свидетельствовать о наличие 
хронической воспалительной реакции у данных 
пациентов [39]. Результаты собственных пред-
варительных исследований, проведенных на пе-
риферической крови больных РС с длительными 
сроками заболевания, показали отсутствие досто-
верных различий по относительному содержанию 
ЕМ Тцит при сравнении с условно здоровыми 
добровольцами [36]. Однако, другой группой ав-
торов отмечено, что снижение общего числа ци-
тотоксических Т-кле ток в периферической крови 
было связано с резким падением числа циркули-
рующих CD45RA–CD62L– и CD45RA+CD62L– 
среди CD3+CD8+ лимфоцитов [40]. Последние 
наблюдения подтверждаются результатами, по-
лученными в ходе проведенного исследования.

Таким образом, анализ литературных данных 
по динамике различных популяций Тх и Тцит 
в периферической крови больных РС указыва-
ет, что изменения именно в клетках зрелых эф-
фекторных популяций могут рассматриваться 
в качестве потенциально значимых маркеров 
для диагностики РС. Разработка и применение 
методов машинного анализа, учитывающих весь 
комплекс изменений популяционного состава 
лимфоцитов и подробную клиническую харак-
теристику пациента, позволит в перспективе 
разработать эффективные подходы для раннего 
выявления РС.
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To search for statistically signifi cant T-cell populations in the diagnosis of multiple sclerosis (MS). 

The analysis of the absolute content of various subpopulations of T-lymphocytes (T-helpers (Th) and 
cytotoxic T-cells (Tcyt)) in the peripheral blood of 61 healthy volunteers and 47 patients with MS was car-
ried out using multi-color fl ow cytometry. Based on the expression of diff erentiation markers (CD45RA, 
CD62L, CD27 and CD28) and eff ector molecules (CD56 and CD57), Th and Tcyt were divided into 
main populations at diff erent stages of maturation. The following statistically signifi cant populations of 
T-cells were identifi ed: CD56–CD57+ T-lymphocytes, Em Th, EM3 Tcyt, CD56+CD57– T-lymphocytes, 
EM2 Tcyt. The signifi cance of these populations was also confi rmed in the calculation of Chi-square sta-
tistics. Based on the information received, three groups of T-cell populations were selected. A model for 
the diagnosis of multiple sclerosis based on the algorithm of K nearest neighbors was built on each group 
of populations. The accuracy of prediction of the constructed models varies in the range of 0.69–0.90.

Key words: multiple sclerosis, machine learning, kNN, T-cells, fl ow cytometry
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ВВЕДЕНИЕ

Корь и краснуха являются не просто вакци-
но-управляемыми (контролируемыми) инфек-

циями, эти инфекции заявлены ВОЗ как цель 
для элиминации (корь) и синдрома врожден-
ной краснухи (менее 10 на 100 000 новорожден-
ных) [1]. Несмотря на проведение массовых про-
филактических вакцинаций от этих инфекций 
во всех регионах мира, заявленные цели не были 
достигнуты ни к 2010, ни к 2015 году [2]. В ре-
зультате активной вакцинации было достигнуто 
резкое снижение заболеваемости и смертности 
от этих инфекций, однако даже в высокораз-
витых странах с высокими показателями вак-
цинации, таких как страны ЕС, встречаются 
довольно крупные вспышки кори [3]. Причи-
ной заболеваемости могли стать как отказ от 
прививок у маленьких детей, так и потеря на-

ДИНАМИКА СИНТЕЗА И ЦИРКУЛЯЦИИ СУБКЛАССОВ 
СПЕЦИФИЧЕСКИХ IgG ПРИ ИММУННОМ ОТВЕТЕ 

НА ВАКЦИНУ ПРОТИВ КОРИ, КРАСНУХИ, 
ЭПИДЕМИЧЕСКОГО ПАРОТИТА
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Целью работы было изучение динамики синтеза и циркуляции субклассов специфических IgG 
при иммунном ответе на вакцину против кори, краснухи, эпидемического паротита и отработка па-
раметров разделения первичного и вторичного типов иммунного ответа. Материалом исследования 
были сыворотки крови детей, привитых против кори, краснухи и паротита вакциной Приорикс, 
полученные через 3 нед. после прививки –  24 ребенка (группа 1), через 4 нед. после прививки –  дру-
гие 26 детей (группа 2), через 6 нед. –  также другие 25 детей (группа 3), через 1 год после вакцина-
ции –  38 детей из состава первых трех групп (группа 4), через 5 лет (перед ревакцинацией) –  24 ре-
бенка из состава четвертой группы (группа 5). В сыворотках крови с помощью иммуноферментного 
метода были исследованы специфические IgG-антитела и спектр их субклассов к вирусам кори, 
краснухи и паротита. Показано, что в начале иммунного ответа на все три вируса формировались 
антитела субкласса IgG3, но скорость прирастания и переключения на преимущественно IgG1-тип 
иммунного ответа различалась. Рассчитаны cut off  для антител субклассов IgG1 и IgG3, которые со-
ставили для вирусов кори 46,84% и 42,8%, соответственно; для вирусов краснухи 62,67% и 12,63% 
соответственно; для вируса эпидемического паротита 54,97% и 37,26% соответственно. Полученные 
значения cut off  позволяют разделить первичный и вторичный иммунный ответ по соотношению 
субклассов антител. Значимость разработанного подхода к разделению раннего и позднего типа 
иммунного ответа у привитых была подтверждена на независимой выборке привитых детей: 16 че-
ловек через 4 недели после прививки и 15 детей через год после прививки вакциной против кори, 
краснухи, эпидемического паротита, а также при исследовании антител в сыворотке крови от 
больных корью взрослых (14 не привитых ранее пациентов и 15 привитых в детстве пациентов).

Ключевые слова: корь, краснуха, эпидемический паротит, иммунный ответ, субклассы IgG, 
вакцинация
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пряженности поствакцинального иммунитета 
у заболевших взрослых [4]. На этапе элимина-
ции кори особенно важно понимать, заболел ли 
данный человек из-за отсутствия прививки, или 
из-за утери защитного уровня антител. Обычно 
для дифференциальной диагностики первичного 
и вторичного иммунного ответа используют ме-
тоды выявления специфических IgM, определе-
ние качественных и количественных показателей 
IgG антител. Однако уровень IgG антител в на-
чале заболевания может сильно отличаться у раз-
ных пациентов, а IgM антитела могут встречаться 
как при первичном, так и при вторичном иммун-
ном ответе [5, 6]. Ранее было показано, что для 
первичного иммунного ответа преобладающим 
субклассом являются IgG3 антитела, а для вто-
ричного –  IgG1 [7, 8]. Способность синтезировать 
антитела тех или иных субклассов зависит от воз-
раста привитого (или больного) индивидуума [9].

Целью данной работы было изучение дина-
мики синтеза и циркуляции субклассов специ-
фических IgG при иммунном ответе на вакцину 
против кори, краснухи, эпидемического паро-
тита и отработка параметров разделения пер-
вичного и вторичного типов иммунного ответа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом исследования были сыворотки 
крови детей, привитых согласно национально-
му календарю прививок против кори, краснухи 
и паротита вакциной Приорикс (GlaxoSmith 
Kline, Бельгия), средний возраст на начало об-
следования составил 1 г. 3 мес. Всего было об-
следовано 75 детей, которые были разделены на 
3 группы в зависимости от срока забора крови:

- (группа 1) –  24 ребенка, срок забора крови 
через 3 недели после вакцинации;

- (группа 2) –  26 детей, срок забора крови че-
рез 4 недели после вакцинации;

- (группа 3) –  25детей, срок забора крови че-
рез 6 недель после вакцинации.

Через 1 год после вакцинации были обсле-
дованы 38 детей из состава первых трех групп 
(группа 4), 24 ребенка из которых были обсле-
дованы в дальнейшем через 5 лет после вакци-
нации (группа 5). 

Работа была одобрена этической комиссией 
Московского НИИ эпидемиологии и микро-
биологии им. Г. Н. Габричевского, родители 
подписывали информированное согласие на 
участие детей в программе исследований.

Для подтверждения достоверности получен-
ных параметров «cut off » при распределении IgG1 

и IgG3 была дополнительно обследована группа 
(31 ребенок), привитых вакциной Приорикс, 
средний возраст на начало обследования со-
ставил 1 год 5 мес. Эта группа была обследова-
на в разные сроки после вакцинации: 16 детей 
через 4 недели и 15 – через 1 год.

Также были исследованы сыворотки крови, 
полученные на 5–7 день со дня появления сыпи 
от 29 больных корью взрослых (средний возраст 
28,3 лет), не привитых (14 пациентов) и имею-
щих сведения о вакцинации в детстве (15 паци-
ентов). Взятие крови осуществляли из локтевой 
вены в количестве 4 мл. Сыворотку крови разли-
вали в пробирки типа «Эппендорф» заморажива-
ли и хранили до использования при –70ºС.

В сыворотке крови методом иммунофер-
ментного анализа (ИФА) определяли специфи-
ческие IgG антитела к вирусам кори, краснухи 
и эпидемического паротита (Euroimmun, Гер-
мания) и субклассы специфических IgG антител 
в модификации [10]. При этом мы использова-
ли 96-луночные панели, покрытые антигенами 
соответственно кори, краснухи или паротита от 
коммерческого набора для определения специ-
фических IgG антител (Euroimmun, Германия). 
Сыворотки добавляли в разведении 1:50. В каче-
стве конъюгата использовали меченные перок-
сидазой анти-IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4 монокло-
нальные антитела (Полигност, Ст. Петербург) 
в концентрации 1 мкг/мл. Для сопоставления 
результатов различных опытов, мы использова-
ли стандартную сыворотку, содержащую специ-
фические антитела к кори, краснухе и паротиту 
всех четырех субклассов Ig G. Оценку динамики 
содержания субклассов IgG в сыворотках приви-
тых детей осуществляли с помощью стандартной 
сыворотки.

Полученные результаты были подвергнуты 
обработке методами вариационной статистики 
(программные пакеты «Statistica 6.0» и Microsoft 
Excel) с вычислением средней арифметической 
и ее стандартной ошибки (M±SE). О достовер-
ности различий судили по критерию Стъюден-
та (t). Различия в частотах распределения спе-
цифических субклассов IgG анализировали ме-
тодом χ2. Уровень р < 0,05 оценивался как зна-
чимый. Для выявления корреляций между раз-
личными признаками использовали критерий 
Пирсона. Анализ диагностической значимости 
исследуемых иммунологических параметров, 
а также оценку уровня пороговых значений 
показателей осуществляли методом характери-
стических кривых (receiver operator characteris-
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tic, ROC-анализ) с использованием программы 
«SPSS16.0».

РЕЗУЛЬТАТЫ

Полученные данные показали, что содержа-
ние специфических IgG менялось в зависимости 
от срока прошедшего со дня вакцинации (таб. 1). 
Через 3 недели после вакцинации специфиче-
ские IgG были выявлены в крови привитых на 
все 3 вируса (корь, краснуха, паротит). Спустя 
6 недель наблюдался прирост количества спец-
ифических IgG-антител на вирус кори в 3 раза; 
в 4,3 раза на краснушный компонент вакцины. 
Показатель IgG к вирусу эпидемического паро-
тита увеличился в 3,5 раза только через 1 год по 
сравнению с данными полученными при обсле-
довании через 3 недели (p<0,05). Практически 
не изменились показатели IgG к вирусам кори 
и краснухи через 5 лет при сравнении с показа-
телями через 6 недель, тогда как значение спец-
ифических антител к вирусу паротита снизилось 
в 1,8 раза.

Интересные результаты были получены при 
анализе динамики субклассов специфических 
Ig G. На рисунке 1 представлены результаты для 
трех вирусов, входящих в состав вакцины Прио-
рикс. Показано, что через 3 недели после вакци-
нации преобладающим субклассом является IgG3 
в ответе на все три вируса. К 4-й неделе IgG3-ан-
ти те ла продолжают нарастать, значимо для ви-
русов кори и эпидемического паротита. Появля-
ются также и IgG1-ан ти те ла, которые на вирус 
краснухи догоняют по количеству IgG3-ан ти те-
ла. При ответе на вирус эпидемического пароти-
та через 6 недель после вакцинации показатели 
IgG1 и IgG3 практически одинаковы. В динамике 
синтеза антител на вирус кори, даже через 6 не-
дель, превалируют IgG3-ан ти те ла. Позднее, ког-
да вирусная нагрузка снижается, IgG1-ан ти те ла 
количественно увеличиваются и становятся пре-
валирующим субклассом для всех трех вирусов.

Таблица 1. Содержание специфических IgG в сыворотках детей, привитых против кори, краснухи, эпидемическо-
го паротита (МЕ/мл)

Срок обследования после вакцинации

3 недели 4 недели 6 недель 1 год 5 лет

Корь 0,568±0,023* 1,146±0,031 1,719±0,056* 1,638±0,082* 1,437±0,059

Краснуха 26,9±2,1* 69,0±4,9 113,0±5,8* 119,5±5,7* 117,7±6,2

Паротит 18,2±1,7* 31,0±2,8 43,0±3,9* 63,0±4,2* 35,4±4,7

*p < 0,05 по сравнению со сроком через 4 недели после прививки
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Рис. 1. Распределение количества специфических ан-
тител между субклассами IgG1 и IgG3 в зависимости 
от времени, прошедшего после прививки против кори, 
краснухи, эпидемического паротита (М ± SE).
Примечание: а –  корь, б –  краснуха, в –  эпидемический паротит

а

б

в

А. П. Топтыгина и Т. А. Мамаева  
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Для исключения зависимости показателей 
специфических антител каждого субкласса от 
абсолютных значений специфических IgG, ре-
зультат был представлен в виде процента от 
общего специфического антительного ответа на 
тот или иной вирус вакцины. Результаты про-
веденного ROC-анализа представлены в табли-
це 2. Значения площади под кривой (AUC), по-
лучились очень высокими, что свидетельствует 
о хорошем качестве разделительной модели. На 
рисунке 2 представлены ROC-кривые для этих 
расчетов. Были вычислены значения «cut off » 
для IgG1 и IgG3 специфических антител для 
вирусов кори, краснухи и эпидемического па-
ротита. Установлено, что независимо от обще-
го содержания коревых IgG на ранних этапах 
поствакцинального периода, процент антител 

субкласса IgG1 составляет менее 46,84%, а IgG3 
более 42,8%. С вероятностью более 99% эти по-
казатели характеризуют первичный иммунный 
ответ. Аналогичные показатели были получены 
с вероятностью более 95% и для краснухи: IgG1 < 
62,67% и IgG3 > 12,63%. Для эпидемического па-
ротита – IgG1 <54,97% и IgG3 > 37,26% с веро-
ятностью определения первичного иммунного 
ответа более 90%.

Для подтверждения достоверности получен-
ных параметров «cut off » была дополнительно 
обследована группа (31 ребенок), привитых вак-
циной против кори, краснухи, эпидемического 
паротита. Эта группа была обследована в раз-
ные сроки после вакцинации: 16 детей через 
4 недели и 15 – через 1 год. Количество анти-
тел IgG1- и IgG3-субклассов было представлено 

Таблица 2. ROC-анализ количества субклассов специфических антител, выраженных в процентах от уровня спец-
ифических IgG на антигены вирусов вакцины против кори, краснухи, эпидемического паротита

Субклассы IgG Площадь под ROC-кривой 
AUC(CI), p<0,05

Пороговое значение 
количества IgG,%

Чувствительность,% Специфичность,%

IgG1-корь 0,976 (0,938–1,003) 46,84 99 100

IgG3-корь 0,987 (0,939–1,001) 42,8 100 97,5

IgG1-краснуха 0,843 (0,712–0,901) 62,67 98,2 82,8

IgG3-краснуха 0,933 (0,876–0,998) 12,63 96,1 87,7

IgG1-паротит 0,875 (0,786–0,954) 54,97 89,3 90,3

IgG3-паротит 0,865 (0,776–0,943) 37,26 87,1 82,1

Рис. 2. ROC-анализ процента специфических антител субклассов IgG1 и IgG3 от общего специфического иммун-
ного ответа на антигены вакцины у привитых против кори, краснухи, эпидемического паротита для определения 
типа иммунного ответа (ранний или поздний гуморальный иммунный ответ). а –  для вирусов кори; б –  для виру-
сов краснухи; в –  для вирусов эпидемического паротита.

а б в
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в виде процента от общего (суммарного) IgG-
ответа на каждый вирус вакцины (рис. 3). По-
казано, что обследованная группа детей распа-
дается на две подгруппы в зависимости от срока 
обследования: с высоким IgG3 и низким IgG1-
ранний тип иммунного ответа (через 4 недели) 
и с низким IgG3 и высоким IgG1-поздний тип 
иммунного ответа (через 1 год). Рассчитанные 
коэффициенты корреляций между IgG1 и IgG3 
выявили очень сильные отрицательные свя-
зи (для кори r = –0,94, для краснухи r = –0,93, 
для эпидемического паротита r = –0,95). Тем 
не менее, если для кори, разделение на ранний 
и поздний тип иммунного ответа на основании 
рассчитанных «cut off », точно совпадает со вре-
менем, прошедшем после прививки (все при-
витые 4 недели назад имеют показатели IgG1 
менее 46,84%, а IgG3 более 42,8%, а результаты 
обследования через год после прививки харак-
теризуют поздний тип иммунного ответа (IgG1 
более 46,84%, а IgG3 менее 42,8%), то для анти-
тел к вирусам краснухи и эпидемического па-
ротита выявлены перекресты. Так, показатели 
содержания субклассов IgG к вирусу краснухи 
у 2-х детей через 4 недели и у 2-х детей через год 
после вакцинации расположены в промежу-
точной, так называемой неопределяемой зоне, 
а у одного ребенка через 4 недели после вакци-
нации концентрация IgG1 к вирусу паротита 
составила 56%.

Для проверки гипотезы о неслучайном рас-
пределении на ранний и поздний тип иммун-
ного ответа у обследованной когорты детей по 
критериям IgG1 и IgG3 на основании рассчи-
танных пороговых значений «cut off » был рас-
считан χ2. Для вирусов кори χ2 = 108,2; р = 0. 
Для вирусов краснухи χ2 = 5,14; р = 0,023. Для 
вирусов эпидемического паротита χ2 = 12,05; 
р = 5,19х10–4. Для всех трех вирусов были полу-
чены статистически значимые результаты.

Значимость разработанного подхода к разде-
лению раннего и позднего типа иммунного от-
вета у привитых была использована при оцен-
ке постинфекционного иммунитета у больных 
корью непривитых (первичный тип иммунно-
го ответа) и больных, ответивших вторичным 
типом иммунного ответа. Для сравнительного 
анализа в первую группу были объединены ре-
зультаты, полученные у не привитых больных 
корью взрослых, и первично привитых детей 
(первичный иммунный ответ). Во вторую груп-
пу –  результаты, полученные у ранее привитых 
больных корью взрослых и привитых детей че-

Рис. 3. Сопоставление реальных и рассчитанных на 
основании cut off  результатов разделения на ранний 
и поздний тип иммунного ответа. а –  для вирусов кори, 
б –  для вирусов краснухи, в –  для вирусов эпидемиче-
ского паротита.
Положение каждой точки на графике означает реальные 
значения специфических IgG1и IgG3 для каждого ре-
бенка, черный цвет маркера –  через 4 недели после вак-
цинации, белый цвет маркера –  через 1 год после вакци-
нации. Пунктирной линией обозначены уровни cut off  
для IgG1 и IgG3 антител.
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рез год после прививки (вторичный иммунный 
ответ). Были выбраны показатели, обладающие 
наибольшей прогностической значимостью –  
количество специфических антител IgG1 и IgG3 
субклассов (рис. 4, таб. 3). Следует отметить, 
что значения «cut-off », рассчитанные для таких 
смешанных (больные и привитые) групп прак-
тически совпадают с «cut-off », рассчитанными 
только для привитых детей (см. таб. 2).

Это означает, что независимо от того, в ре-
зультате какого события (инфекция или привив-
ка) сформировался специфический иммунный 
ответ на корь, если у обследуемого индивидуу-
ма специфический противокоревой ответ пред-
ставлен IgG1-антителами менее чем на 48,06%, 
а IgG3 –  более чем на 43,3%, то такой иммунный 
ответ, с вероятностью 98%, следует расценивать 
как первичный. Если же напротив, специфиче-
ский гуморальный иммунный ответ на корь пред-
ставлен IgG1- антителами более чем на 48,06%, 

а IgG3 –  менее чем на 43,3%, то с вероятностью 
98% это вторичный иммунный ответ.

ОБСУЖДЕНИЕ

У человека различают 4 субкласса IgG, одна-
ко было выявлено, что на первичный контакт 
с прививкой против кори, краснухи, эпидемиче-
ского паротита дети отвечают преимуществен-
но IgG3 субклассом, а иммунологическая па-
мять осуществляется преимущественно за счет 
IgG1 [7]. В данной работе прицельное внимание 
было направлено на динамику синтеза антител 
двух субклассов (IgG3, IgG1), обладающих наи-
большей прогностической значимостью.

В результате исследования динамики форми-
рования специфического иммунного ответа на 
тривалентную вакцину против кори, краснухи, 
эпидемического паротита было выявлено, что, 
несмотря на одновременное введение вирусов 
трех вакцинных штаммов в один и тот же орга-
низм, скорость формирования специфического 
гуморального ответа на эти три вируса различа-
лась. В начале иммунного ответа на все три ви-
руса формировались антитела субкласса IgG3, 
но скорость прирастания и переключения на 
преимущественно IgG1-тип иммунного ответа 
различалась. Быстрее всего такое переключе-
ние происходило при ответе на вирус краснухи, 
а медленнее всех переключался ответ на вирус 
кори. Возможно, это связано с тем, что вирус 
кори использует в качестве рецептора молекулы 
SLAM (Signaling lymphocyte activation molecule) 
для проникновения в клетку [11], а последние, 
в свою очередь, вовлечены в процесс созревания 
гуморального иммунного ответа [12]. Обнару-
женная тенденция прослеживается и в уровне 
рассчитанных «cut off » для антител субклассов 
IgG1 и IgG3 на все три вируса. Так для вирусов 
краснухи, которые, по-видимому, не влияют на 
гуморальный иммунный ответ, значения «cut-
off » были минимальными для IgG3 и макси-
мальные для IgG1 антител. Для вирусов кори, 
которые тормозят переключение с IgG1 на 
IgG3 субкласс за счет блокирования молекулы 

Рис. 4. ROC-анализ количества специфических анти-
тел IgG1 и IgG3 субклассов в объединенных группах: 
1 ранее непривитых больных корью и первично приви-
тых детей и 2 привитых больных корью и детей через 
1 год после вакцинации против кори для определения 
типа иммунного ответа (первичный или вторичный гу-
моральный иммунный ответ).

Таблица 3. ROC-анализ количества субклассов специфических антител у ранее непривитых и привитых больных 
корью в сопоставлении с первично привитыми и ревакцинированными против кори детьми

Субклассы IgG Площадь под ROC-кривой
AUC(CI), p<0,05

Пороговое значение 
количества IgG,%

Чувствительность Специфичность

IgG1-корь (cut-off ) 0,98(0,95–1,01) 48,06 95,3% 100%

IgG3-корь (cut-off ) 0,98(0,95–1,01) 43,3 100% 95,3%
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SLAM, напротив имели минимальные значения 
«cut-off » для IgG1 и максимальные для IgG3. Гу-
моральный иммунный ответ на вирус эпидеми-
ческого паротита занимает промежуточное по-
ложение, его влияние на иммунитет слабее, чем 
у вируса кори, и соответственно для него зна-
чения «cut-off » также были промежуточными. 
Установлено, что независимо от общего содер-
жания коревых IgG на ранних этапах поствак-
цинального периода, процент антител субклас-
са IgG1 составляет менее 46,84%, а IgG3 более 
42,8%. С вероятностью более 99% эти показате-
ли характеризуют первичный иммунный ответ. 
Аналогичные показатели были получены с ве-
роятностью более 95% и для краснухи: IgG1 < 
62,67% и IgG3 > 12,63%. Для эпидемического 
паротита –  IgG1 < 54,97% и IgG3 > 37,26% с ве-
роятностью определения первичного иммунно-
го ответа более 90%.

Значимость разработанного подхода к разде-
лению раннего и позднего типа иммунного от-
вета у привитых была использована при оцен-
ке постинфекционного иммунитета у больных 
корью непривитых (первичный тип иммунного 
ответа) и больных, ответивших вторичным ти-
пом иммунного ответа.

Предложенный нами способ определения 
типа иммунного ответа по соотношению до-
лей специфических антител, принадлежащих 
к субклассам IgG1 и IgG3 имеет большое прак-
тическое значение. Дело в том, что не всегда 
можно выяснить прививочный анамнез у дан-
ного конкретного человека, тем более, если это 
взрослый. Детские карты часто теряются, а сам 
пациент не помнит, что было в раннем детстве. 
Дополнительные проблемы вносят случаи при-
вивки некачественной вакциной или с наруше-
ниями инструкции применения вакцины. Та-
кие люди числятся привитыми, а на самом деле 
их организм остался неиммунным. Не следует 
сбрасывать со счетов первичные и вторичные 
вакцинальные неудачи. В первом случае, не-
смотря на правильное проведение вакцинации, 
организм человека не выработал защитных ан-
тител, во втором случае антитела выработались, 
но быстро исчезли. В крови у людей всех этих 
групп специфических антител не наблюдается, 
однако после проведенной вакцинации спектр 
субклассов будет различный, и, основываясь на 
предложенном способе разделения на первич-
ный и вторичный тип иммунного ответа, можно 
будет установить прививочный статус каждого 
конкретного пациента.
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ВВЕДЕНИЕ

В соответствии с современными представле-
ниями врожденный иммунитет млекопитающих 
служит не только передовой линией защиты ор-
ганизма от патогенных микроорганизмов [1], но 
также необходим для поддержания нормального 
гомеостаза тканей [2] и распознавания сигналов 
от повреждённых клеток [3]. Нарушения им-
мунного ответа сопровождают возникновение 
инфекционных [4], онкологических [5] и ауто-
иммунных [6] заболеваний.

К настоящему времени установлено, что 
клетки иммунной системы «узнают» определен-
ные фрагменты инфекционных агентов с помо-
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Для изучения механизма действия пептидного миметика мурамилпептида GMDP RN оцени-
валось его влияние на уровень экспрессии мРНК провоспалительных цитокинов IL-1β и TNF-α 
и молекул, принимающих участие в активации NF-kB сигнального пути, в клетках линии лей-
кемических моноцитов человека ТНР-1. Для сравнения были использованы собственно GMDP 
и два его аналога с хорошо охарактеризованной биологической активностью –  GMDP-кислота 
и GMDP-Lys. Все соединения демонстрировали значительные отличия в ходе развития иммун-
ного ответа: наиболее сильным стимулятором иммунного ответа оказался GMDP-Lys; GMDP-
кислота в большей степени усиливала экспрессию субъединицы р100/р52 (NF-kB2) и в меньшей 
степени экспрессию IL-1β по сравнению с GMDP; особенностями пептида RN являлись низкий 
уровень продукции IL-1β и стимуляция адапторного белка RIP2 для рецептора NOD2 врождён-
ного иммунитета. Все исследованные соединения являются ценными инструментами для поиска 
новых способов коррекции иммунного ответа.
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щью семейств мембранных TLR [7] и лектинов 
С-типа [8], а также внутриклеточных NLR бел-
ков [9] и RigI-хеликаз [10]. Основные бакте-
риальные РАМРs (от англ. pathogen-associated 
molecular patterns) включают липополисахарид 
(LPS, лиганд TLR4) [11], фрагменты пептидо-
гликана клеточной стенки (TLR2) [12], пептиды 
FPR1-3 [13], содержащие характерные для про-
кариотов остатки N-формилметионина, и не-
метилированную ДНК (TLR9) [14].

NOD1 и NOD2, два наиболее изученных ре-
цептора из семейства NLR, распознают низ-
комолекулярные фрагменты пептидогликана 
клеточной стенки бактерий – соответственно, 
γ-D-глу та мил-ме зо-ди аминопимелиновую кис-
лоту (iE-DAP) [15] и мурамилдипептид (MDP), 
а также его дисахаридсодержащий аналог глю-
козаминилмурамилдипептид (GMDP) [16]. При 
распознавании лиганда NOD1 и NOD2 олигоме-
ризуются и взаимодействуют с RIP2, что приво-
дит к активации канонических NF-kB и MAPK 
сигнальных путей [17, 18].

В Институте биоорганической химии более 
30 лет проводятся исследования фрагментов 
пептидогликана клеточных стенок бактерий –  
GMDP и ряда его аналогов, способных эффек-
тивно модулировать иммунный статус [19]. Их 
структура служит отличным объектом для хи-
мических модификаций и изучения структурно-
функциональных взаимоотношений как с це-
лью получения более эффективных препаратов, 
так и использования их в качестве инструментов 
для изучения механизмов иммунного ответа.

Мурамилпептид GMDP нашёл применение 
в медицине (лекарственный препарат Лико-
пид®) и ветеринарии (препарат Гликопин®) как 
иммунокорректор и адъювант.

Пептидный миметик GMDP, получивший 
название RN-пептид, был найден с помощью 
высокоспецифичных моноклональных антител 
против GMDP и пептидных комбинаторных 
библиотек в формате фагового дисплея [20]. 
Пептид RN обладал адъювантной активностью, 
сходной с адъювантной активностью GMDP, 
но не проявлял присущего GMDP пирогенно-
го эффекта. Для углублённого исследования 
механизма действия данного пептида в настоя-
щей работе мы оценивали его влияние на уро-
вень экспрессии мРНК ряда провоспалитель-
ных и рецепторных молекул в клеточной линии 
лейкемических моноцитов человека ТНР-1. 
Для сравнения были использованы собствен-
но GMDP и два его аналога с хорошо охарак-

теризованной биологической активностью –  
GMDP-кислота и GMDP-Lys.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы
GMDP и GMDP-кислота предоставлены 

ЗАО «Пептек», Россия; GMDP-Lys и пептид RN 
синтезированы в лаборатории химии пептидов 
ИБХ РАН.

Клетки
Работа выполнена на клеточной линии лей-

кемических моноцитов человека ТНР-1, по-
лученной из коллекции Института цитологии 
РАН, Санкт-Петербург, Россия. Клетки культи-
вировали в среде RPMI-1640, содержащей 10% 
эмбриональной фетальной сыворотки, при 37 ̊ С 
и 5% СО2.

Для проведения эксперимента клетки вно-
сили в лунки 12-луночного планшета в кон-
центрации 2 х 106 клеток в 3 мл среды на лунку. 
К клеткам добавляли GMDP, GMDP-кислоту, 
GMDP-Lys или пептид RN в концентрации 1, 
10 или 100 мкг/мл и инкубировали клетки в те-
чение 2 ч.

ПЦР
Выделение тотальной РНК из клеток прово-

дили реагентом TRIzol® (Invitrogen, США) по 
протоколу фирмы-производителя.

Для синтеза кДНК проводили реакцию обрат-
ной транскрипции с использованием фермента 
Mint («Евроген», Россия) и поли(Т) праймера по 
стандартному протоколу фирмы-производителя.

Полимеразную цепную реакцию проводили 
в термоциклере CX96 (BioRad, США). Реакци-
онная смесь объёмом 12,5 мкл содержала: 1 мкг 
кДНК, 2,5 мкл готовой 5-кратной реакционной 
смеси qPCRmix-HS SYBR («Евроген», Россия), 
в которую входят Taq ДНК полимераза со специ-
фическими моноклональными антителами, кра-
ситель SYBR Green I, смесь нуклеотидтрифос-
фатов, MgCl2, ПЦР буфер, и по 10 пМ каждого 
из двух специфичных олигонуклеотидов.

Протокол амплификации включал: 1 цикл 
продолжительностью 4 мин денатурации при 
94 °С, 40 циклов: по 20 сек при 94 °С для денату-
рации цепей ДНК, 20 сек при 60 °С для отжига 
праймеров с матрицей) и 40 сек при 72 °С для 
синтеза комплиментарных цепей ДНК, и 1 цикл 
завершающего синтеза в течение 3 мин при 72 °С. 
Расчёт относительного уровня мРНК целевых 
генов был выполнен с использованием deltaCT-
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метода [21]. Относительная концентрация суб-
страта была нормализована по усреднённым 
данным амплификации двух эндогенных генов 
сравнения – HPRT1 и В2М: deltaCT=CT(target 
gene)-CT(reference gene), где СТ –  количество ци-
клов, требуемых для достижения порогового зна-
чения флуоресценции. Относительный уровень 
мРНК вычисляли как х*delta CT, где х – эффек-
тивность праймеров [22]. Все реакции проводи-
ли в двух повторностях и включали негативный 
контроль без обратной транскриптазы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее было показано, что основное отличие 
биологического действия пептида RN от продук-
тов микробного происхождения, каким является 
GMDP, заключается в отсутствии пирогенно-
го эффекта [23]. При этом RN-пептид обладал 
сравнимыми с GMDP адъювантными свойства-
ми и способностью стимулировать экспрессию 
молекул МНС II класса на перитональных ма-
крофагах мышей. Максимальный адъювантный 
эффект для пептида RN наблюдался в дозе 10 мкг 
на животное, в то время как GMDP в аналогич-
ных условиях обладал более низкой активностью 
и эквивалентные значения индексов стимуляции 
достигались при 100 мкг GMDP на мышь.

Что касается гликопептидов, модификация 
молекулы GMDP влияла на адъювантную и пиро-
генную активности полученных соединений [24]. 
Так, удлинение пептидной части GMDP на оста-
ток лизина усиливало и пирогенные, и адъювант-
ные свойства. Замена остатка изо-глу та ми на на 
остаток глутаминовой кислоты приводила к ис-

чезновению пирогенного эффекта и сохранению 
адъювантных свойств. Кроме того, для апироген-
ной GMDP-кислоты индексы стимуляции при 
всех исследованных концентрациях были боль-
ше, чем для GMDP.

В той же работе Мещеряковой Е. А. с соавто-
рами [24] была изучена способность GMDP и его 
аналогов влиять на продукцию IL-1 перитоне-
альными макрофагами, которая оценивалась по 
индексу стимуляции реакции бласттранформа-
ции тимоцитов в присутствии фитогемагглюти-
нина. Стимуляция гликопептидами продукции 
IL-1 in vitro была характерна только для соеди-
нений, обладающих адъювантным действием 
in vivo; наибольший эффект был обнаружен для 
GMDP-Lys.

В данной работе свойства пептида RN и му-
рамилпептидов изучали in vitro на клеточной ли-
нии лейкемических моноцитов человека ТНР-1. 
Клетки выдерживали в течение 2 ч в присут-
ствии указанных соединений, взятых в концен-
трациях 1, 10 и 100 мкг/мл, и далее оценивали 
изменение экспрессии мРНК провоспалитель-
ных цитокинов и молекул, принимающих уча-
стие в активации NF-kB пути. Специфические 
олигонуклеотиды, используемые для амплифи-
кации фрагментов целевых молекул, приведены 
в таблице 1.

Поскольку продукция провоспалительных 
цитокинов является одной из основных харак-
теристик воспалительного ответа, на первона-
чальном этапе мы оценивали экспрессию мРНК 
IL-1β и TNF-α. Как и ожидалось, среди всех 
изученных соединений в наибольшей степени 
стимулировал продукцию провоспалительных 

Л. Г. Алексеева и др. 

Таблица 1. Синтетические олигонуклеотиды

HPRT1 cctgctggattacatcaaagcactg tccaacacttcgtggggtcct

B2M atgagtatgcctgccgtgtg ccaaatgcggcatcttcaaac

IL-1β acagtggcaatgaggatg tgtagtggtggtcggaga

TNF-α atgagcactgaaagcatgatc tcacagggcaatgatcccaaagtagacctgccc

NOD2 caatgtcacccacagagttgtagtcc ggcacctcaagttgacattttgc

RIP2 ccattgagatttcgcatcct atgcgccactttgataaacc

TLR4 acagaagctggtggctgtg tctttaaatgcacctggttgg

MyD88 ttgaggaggattgccaaaag ggggtcatcaagtgtggtg

p105/p50 cagcagatggcccatacctt ttgcagattttgacctgagggt

p100/p52 acacgtaccgacagacaacc ttccttcacctctgtgctgg

NLRP3 cttctctgatgaggcccaag gcagcaaactggaaaggaag
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цитокинов GMDP-Lys. Интересно, что в слу-
чае GMDP-кислоты при концентрациях 1 и 10 
мкг не наблюдалось влияния на синтез IL-1β, 
представляющего собой сильный пироген, хотя 
при концентрации 100 мкг/мл действие её было 
таким же, как и у GMDP. Возможно, данная 
разница в биологически активных концентра-
циях этих соединений и объясняет выявленную 
ранее меньшую пирогенность GMDP-кислоты. 
Слабая стимуляция экспрессии IL-1β под дей-
ствием пептида RN также хорошо коррелирует 
с отсутствием у него пирогенности, хотя пептид 
был способен индуцировать продукцию TNF-α 
на уровне GMDP и GMDP-кислоты.

Известно, что основным рецептором врож-
дённого иммунитета, ответственным за рас-
познавание дисахаридсодержащих мурамил-
пеп тидов, является рецептор NOD2. При рас-
 познавании лиганда NOD2 взаимодействуют 
с адапторным белком RIP2, что приводит к ак-
тивации NF-kB сигнального пути [17, 18]. Так 
как врождённый иммунитет представляет собой 
систему взаимосвязанных рецепторов, в данной 
работе мы анализировали также мРНК рецеп-
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Рис. 1. Влияние пептида RN и мурамилпептидов на от-
носительный уровень мРНК провоспалительных цито-
кинов IL-1β и TNF-α.

Рис. 2. Влияние пептида RN и мурамилпептидов на от-
носительный уровень мРНК рецепторов врождённого 
иммунитета NOD2 и TLR4 и их адапторных молекул 
RIP2 и MYD88.

0

10

20

30

40

1 10 100

NOD2

GMDP

GMDPA

GMDP-Lys

RN

0

5

10

15

20

25

1 10 100

TLR4

GMDP

GMDPA

GMDP-Lys

RN

0

1

2

3

4

5

1 10 100

RIP2

GMDP

GMDPA

GMDP-Lys

RN

0

5

10

15

1 10 100

MyD88

GMDP

GMDPA

GMDP-Lys

RN



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №1

90

тора TLR4 (лиганд LPS), демонстрирующего 
совместно с NOD2 ярко выраженный синерги-
ческий эффект [25], а также мРНК одного из его 
бел ков-адап то ров MyD88. Ранее с использова-
нием клеточной линии макрофагов мыши J774 
мы показали, что GMDP и LPS взаимообразно 
влияют на экспрессию своих рецепторов и их 
бел ков-адап то ров, причём особенно значитель-
ными были стимулирующие эффекты от LPS на 
экспрессию NOD2 и от GMDP на MyD88 [26].

Максимальное содержание мРНК NOD2, 
TLR4 и MyD88 под действием GMDP-Lys хо-
рошо коррелирует с данными по экспрессии 
мРНК провоспалительных цитокинов; мак-
симальный эффект наблюдался при концен-
трации 10 мкг/ мл. Далее заметный эффект на 
NOD2 и TLR4 оказывал GMDP, но уже в кон-
центрации 100 мкг/мл. Наиболее сильное от-
личие действия пептида RN проявилось при 
увеличении продукции RIP2, в то время как 
мурамилпепдиды на неё не влияли. Примерно 
такие же индексы стимуляции от пептида RN во 
всём диапазоне концентраций были обнаруже-

ны для молекулы MyD88. Таким образом, воз-
можный механизм действия пептида RN связан 
с активацией непосредственно адапторных мо-
лекул в обход NOD2-рецептора, чем и объясня-
ется разница биологической активности данно-
го пептида и мурамилпептидов.

Значительная разница в действии изучен-
ных соединений наблюдалась при анализе от-
носительного содержания мРНК субъединиц 
р105/ р50 (NF-kB1) и р100/р52 (NF-kB2) транс-
крипционного комплекса NF-kB. Если продук-
ция молекулы р105/р50 максимально усилива-
лась под действием GMDP-Lys и пептида RN, то 
на продукцию молекулы р100/р52 в первую оче-
редь влияли уже GMDP-Lys и GMDP-кислота. 
Поскольку комплекс фактора транскрипции 
NF-kB состоит из пяти субъединиц, работаю-
щих в виде димеров и способных формиро-
вать соответственно пятнадцать различных пар 
с привлечением дополнительных кофакторных 
молекул [27], полученные результаты могут от-
ражать один из уровней тонкой регуляции фор-
мирующегося иммунного ответа.

Наконец, последняя из исследованных мо-
лекул – белок NLRP3, NOD-подобный рецеп-
тор семейства NALP, основной компонент для 
формирования инфламмасом. Данный белок 
вовлечён в активацию каспаз, что приводит 
к внутриклеточному процессингу и образова-
нию зрелой активной формы IL-1β и IL-18. Та-
кой криопириновый тип инфламмасом может 
активироваться при взаимодействии с разноо-
бразными лигандами, в их число входят и му-
рамилпептиды [28]. Самым сильным стимуля-
тором мРНК NLRP3 оказался GMDP в отличие 
от GMDP-Lys, пептид RN в данном случае про-
являл среднюю активность.

Рис. 3. Влияние пептида RN и мурамилпептидов на 
относительный уровень мРНК субъединиц р105/р50 
(NF-kB1) и р100/р52 (NF-kB2) транскрипционного 
комплекса NF-kB.
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Рис. 4. Влияние пептида RN и мурамилпептидов на от-
носительный уровень мРНК рецептора NLRP3.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, результаты настоящей рабо-
ты демонстрируют значительные отличия в ходе 
инициации и развития иммунного ответа как 
в ряду самих мурамилпептидов, так и между му-
рамилпепдами и «отражающим образ GMDP» 
пептидным миметиком RN. На примере иссле-
дованных соединений показаны широкие воз-
можности для поиска новых способов коррек-
ции иммунного ответа, индуцируемого системой 
врождённого иммунитета, и подходов к лечению 
заболеваний различной этиологии.
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To study the mechanism of action of the GMDP peptide mimetic RN, its eff ect on the expression 

level of mRNA of the pro-infl ammatory cytokines IL-1β and TNF-α and some molecules involved in 
the activation of the NF-kB signaling pathway in human leukemic monocyte cells THP-1 was evaluated. 
For comparison, GMDP itself and its two analogues with well-characterized biological activity, GMDP-
acid and GMDP-Lys, were used. All compounds demonstrated signifi cant diff erences during the devel-
opment of the immune response: GMDP-Lys turned out to be the strongest stimulator of the immune 
response; GMDP-acid to a greater extent enhanced the expression of the p100/p52 subunit (NF-kB2) 
and to a lesser extent the expression of IL-1β in comparison with GMDP; the peculiarities of peptide 
RN response were low level of IL-1β production and stimulation of the adapter protein RIP2 of innate 
immunity NOD2 receptor. All compounds studied are valuable tools for fi nding new ways for immune 
response correction.
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НОВОСТИ РОССИЙСКОГО НАУЧНОГО ОБЩЕСТВА ИММУНОЛОГОВ

Тотолян Арег Артемович родился 27 дека-
бря 1958 года в г. Ереване Республики Армения. 
С 1964 года постоянно живет в Санкт-Петер бур-
ге (Ленинграде). В 1975 году закончил среднюю 
школу № 113 г. Ленинграда и поступил в Пер-
вый Ленинградский медицинский институт 
им. акад. И. П. Павлова (ныне – Первый Санкт-
Петербургский государственный медицинский 
университет им. акад. И. П. Павлова). В 1981 году 
по специальности «лечебное дело» окончил 1-й 
Ленинградский медицинский институт, в ко-
тором после учебы в клинической ординатуре 
и аспирантуре проработал (с 1986 г) заведую-
щим лабораторией клинической иммунологии 
и (с 2000 г) директором научно-методического 
центра МЗ РФ по молекулярной медицине.

Со студенческих лет посвятил свою научную 
деятельность иммунологии. В 1987 г. защитил 
кандидатскую, а в 1997 г. –  докторскую диссер-

тацию. В 2003 г. присвоено звание профессора. 
В 2011 году избран членом-корреспондентом 
Российской академии медицинских наук, 
в 2014 году стал членом-корреспондентом Рос-
сийской академии наук, а в 2016 году избран ака-
демиком РАН.

С 2008 перешел на работу в Санкт-Пе тер бург-
ский НИИ эпидемиологии и микробиологии 
имени Пастера, где работал заместителем дирек-
тора по научной работе и заведующим лабора-
торией молекулярной иммунологии; с 2016 года 
по настоящее время – директор института. 
С 2016 года член Совета директоров междуна-
родной ассоциации Пастеровских институтов. 
Основную научную работу совмещает с препо-
давательской деятельностью в Первом Санкт-
Пе тер бург ском государственном медицинском 
университете им. акад. И. П. Павлова заведую-
щим курсом клинической иммунологии (2013–
2015 гг.) и заведующим кафедрой иммунологии 
(с 2015 года).

Вся научная работа академика А. А. Тотоля-
на, как и его диссертационные исследования, 
связаны исключительно с иммунологией. Он 
широко известен как авторитетный ученый в об-
ласти клинической иммунологии и в том чис-
ле иммунологии инфекционных болезней и их 
осложнений. Фундаментальные и клинические 
исследования по инфекционной иммунологии 
заняли значительное место в исследованиях 
А. А. Тотоляна особенно после его стажиров-
ки в Istituto Superiore di Sanita (Рим, Италия) 
в 1993–1995 г. г.

Основными направлениями научной деятель-
ности являются: разработка подходов и методо-
логии лабораторной иммунологической диа-
гностики со ци аль но-зна чи мых заболеваний на 
основе последних достижений фундаментальной 
иммунологии, современных иммунохимических 
и мо ле ку ляр но-ге не ти чес ких технологий. В его 
трудах нашли комплексное отражение вопросы 
фундаментальной, клинической и инфекцион-
ной иммунологии: роль цитокинов и хемокинов 

ЮБИЛЕЙ АКАДЕМИКА 
АРЕГА АРТЕМОВИЧА ТОТОЛЯНА
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в патогенезе, диагностике и терапии инфекцион-
ных, аллергических, онкологических и аутоим-
мунных заболеваний, методология лабораторной 
диагностики и проведения иммунокорригирую-
щей терапии иммунопатологических состояний. 
Впервые в стране под его руководством были 
разработаны и с 2002 года внедрены в «Феде-
ральную систему внешней оценки качества кли-
нических лабораторных исследований» специа-
лизированные иммунологические программы.

Автор и соавтор более 480 научных работ, в том 
числе 6 монографий, 15 глав в монографиях и ру-
ководствах, 10 справочников, 14 свидетельств на 
изобретения и патентов. Академик А. А. Тото-
лян – руководитель и консультант 2 докторских 
и 28 кандидатских диссертаций.

В соответствии с решением Комитета по науке 
и высшей школы Правительства Санкт-Пе тер-
бурга, возглавляемый академиком А. А. Тотоля-
ном научный коллектив в 2013 году официально 
зарегистрирован как научная школа в области 
«Медицинская иммунология» и «Клиническая 
лабораторная диагностика», и включен в Ре-
естр ведущих научных и научно-педагоги чес ких 
школ Санкт-Петербурга. В июле 2013 года «За 
выдающиеся достижения в области иммуно-
логии» он награжден Золотой медалью РНОИ 
(Российского научного общества иммунологов). 

В 2017 году награжден памятной медалью Фе-
деральной службы по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека 
«95 лет ГосСанЭпидСлужбе».

С 2009 года А. А. Тотолян –  заместитель глав-
ного внештатного аллерголога-иммунолога, 
а с 2015 года –  главный внештатный аллерголог-
иммунолог Комитета по здравоохранению Пра-
вительства Санкт-Петербурга; главный редактор 
журнала «Инфекция и иммунитет», заместитель 
главного редактора журнала «Медицинская им-
мунология», член редколлегий ведущих россий-
ских журналов иммунологического и мо ле ку ляр-
но-би ологического профиля, член Президиумов 
Правления Российского научного общества им-
мунологов и Российского научного общества по 
лабораторной диагностике, заместитель предсе-
дателя (с 1997 г.) и председатель (с 2017 г.) Прав-
ления Санкт-Петербургского регионального от-
деления Российской ассоциации аллергологов 
и клинических иммунологов.

Президиум Российского научного общества им-
мунологов, редколлегия Российского иммунологиче-
ского журнала сердечно поздравляет Арега Арте-
мовича с юбилеем!

Желает ему здоровья, больших успехов в науч-
ной и творческой деятельности!!!
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